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Hladna atmosfersko tlačna plazma (plazma) je ioniziran plin, ki je zelo učinkovit pri različ-
nih medicinskih aplikacijah. Najbolj obetavni rezultati so na področju zdravljenja raka in 
celjenja ran. Kljub znanim učinkom plazme v medicini in mehanizmom, ki spremljajo delo-
vanje v daljšem časovnem obdobju, so kratkoročni učinki na sesalske celice slabo raziskani. 
Plazma dokazano sproži tvorbo reaktivnih kisikovih in dušikovih spojin, ki so običajno od-
govorne za sprožitev oksidativnega celičnega stresa. Prvi odziv celic na prehod iz normalnih 
v stresne pogoje je tvorba stresnih granul. Z njihovo pomočjo celica varčuje z energijo in 
ohrani le tiste procese, ki ji omogočajo preživetje. Stresne granule so prehodni citoplazemski 
organeli brez membrane, ki po ustavitvi sinteze proteinov združujejo neprevedene sporoče-
valne ribonukleinske kisline, proteine, translacijske dejavnike in druge komponente. Po pre-
nehanju stresa se stresne granule razgradijo in komponente so na voljo za ponovno transla-
cijo oziroma jih celica odstrani v procesu avtofagije. S pomočjo stabilne celične linije FlpIn 
SH-SY5Y, ki ima vstavljen zapis za fuzijski protein G3BP1, označen z rdečim fluorescenč-
nim proteinom mScarletI, smo opazovali nastanek in dinamiko stresnih granul po dodatku 
plazme. Pokazali smo, da plazma sproži nastanek stresnih granul, ki je odvisen od pretoka 
in časa izpostavitve ter je po dinamiki podoben odzivu celic na oksidativni stres. Pri tem smo 
uporabili plazemsko šobo z argonom. Nastanek stresnih granul poteka preko poti, odvisne 
od evkariontskega iniciacijskega dejavnika 2α (eIF2α), kar smo dokazali z uporabo selek-
tivnega zaviralca ISRIB. Po uporabi zaviralca se je odstotek celic s stresnimi granulami 
zmanjšal za skoraj sedemkrat glede na kontrolo. To so prvi rezultati, ki kažejo takojšen odziv 
sesalskih celic na prisotnost plazme in lahko pripomorejo k izboljšanim terapijam pri medi-









Cold atmospheric pressure plasma (plasma) is an ionised gas that has shown great im-
portance in different medical applications, with the most promising results in cancer treat-
ment and wound healing. Even though we know the effects of plasma in medicine and the 
mechanisms of response after longer incubation time, there is a lack of research in short term 
effects on mammalian cells. Plasma induces the formation of reactive oxygen and nitrogen 
species, which are responsible for oxidative stress. The first cell response to stress is the 
formation of stress granules. They are membraneless organelles that save energy and only 
allow for essential processes required for cell survival to take place. Protein translation stops 
when stress granules are formed, and messenger ribonucleic acids, translation initiation fac-
tors, proteins and other components are stored in newly established organelles until stress 
subsides. When the stress is alleviated, stress granules start to disassemble and free compo-
nents are again available for translation or enter clearance with autophagy. With the help of 
stable cell line FlpIn SH-SY5Y harboring the gene for stress granule core protein G3BP1 
fused to red fluorescent protein mScarletI, we monitored the formation and dynamics of 
stress granules after argon plasma jet treatment. We showed that plasma induces stress gran-
ule formation in flow/time dependant manner and that the cell response resembles the one 
caused by oxidative stress. We discovered that plasma induces stress granule formation via 
eukaryotic initiation factor 2α (eIF2α)-dependent pathway with the use of ISRIB, a selective 
inhibitor of eIF2α-dependent pathway. The percentage of cells forming stress granules after 
ISRIB exposure is reduced by almost seven-fold in comparison to control. We present the 
first results that describe the immediate response of mammalian cells to plasma treatment. 
With this knowledge we might improve therapies involving plasma treatment and provide a 














Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
 
ATP adenozin tri fosfat 
BSA goveji serumski albumin 
CAP hladna atmosferska tlačna plazma (ang. cold atmospheric plasma) 
DMEM Eagelovo gojišče, modificirano po Dulbeccu 
DNK deoksiribonukleinska kislina 
ED efektivni odmerek 
eIF2 evkariontski iniciacijski dejavnik prevajanja 2 
eIF2α alfa podenota evkariontskega iniciacijskega dejavnika prevajanja 2  
eIF2α-p51 alfa podenota evkariontskega iniciacijskega dejavnika prevajanja 2, 
fosforilirana na 51. aminokislinskem ostanku 
eIF2β beta podenota evkariontskega iniciacijskega dejavnika prevajanja 2 
eIF4F evkariontski iniciacijski dejavnik 4F 
eIF4A, eIF4E in 
eIF4G 
podenote kompleksa Eif4F 
G3BP1 RasGAP SH3 vezavni protein 1 
GAP GTP-azo aktivirajoč protein 
GEF izmenjevalni dejavnik gvaninskega nukleotida 
GDP gvanozin difosfat 
GTP gvanozin trifosfat 
HRP hrenova peroksidaza 
ISR integriran odziv na stres 
ISRIB zaviralec integriranega odziva na stres 
JNK c-Jun N- končna kinaza 
mRNK sporočevalna ribonukleinska kislina 
MRSA proti več antibiotikom odporne bakterije 
 
 
NaDS natrijev dodecil sulfat 
NF- κB jedrni faktor κB 
NRF2 eritroidu 2-podoben jedrni dejavnik 2 
PABP poli-A vezavni protein 
PAM  plazemsko aktiviran medij 
PenStrep penicilin + streptomicin 
PFA paraformaldehid 
RNK ribonukleinska kislina 
RNS reaktivne dušikove spojine 
ROS reaktivne kisikove spojine 
RONS reaktivne kisikove/dušikove spojine 
SG stresna granula 
SLM Standardni litri na minuto 
TIA-1 T-celični znotrajcelični antigen  
tRNKiMet iniciacijska prenašalna ribonukleinska kislina 
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1.1. Hladna atmosfersko tlačna plazma 
 
Plazmo je konec 19. stoletja odkril angleški fizik sir W. Crookes. Danes velja za četrto agre-
gatno stanje. Izraz plazma uporabljamo tudi v medicini in biologiji, kjer ne opisuje fizikal-
nega stanja, ampak komponento krvi (1). Tvorba fizikalne plazme je bila dolgo povezana z 
vzdrževanjem vakuuma, ki je potreben za nastanek značilnih reaktivnih spojin. Zato so se 
pojavile težave, ko so želeli tehnologijo uporabiti v bioloških raziskavah (2). V zadnjih dveh 
desetletjih se je področje zelo razširilo, saj so razvili hladno plinsko plazmo oziroma hladno 
atmosfersko plazmo (ang. cold atmospheric plasma), odslej v besedilu omenjeno kot plazma, 
ki za delovanje ne potrebuje vakuuma (2,3). Zaradi medicinske uporabnosti sta se razvili 
področji znanosti, imenovani plazemska medicina in plazemska farmacija. Izkazalo se je, da 
ima plazma pozitivne učinke pri zdravljenju raka, celjenju ran, inaktivaciji proti drugim me-
todam odpornih bakterij, zdravljenju nevroloških bolezni in obdelavi umetnih površin za 
biološke namene (2,4–6).  
 
1.1.1. Vrste izvorov plazme in delovanje 
 
Plazmo lahko proizvedemo s pomočjo različnih naprav, ki se med seboj razlikujejo po veli-
kosti, vnosu energije in osnovnem izgledu (5). Poleg tega je pomembno upoštevati namen 
uporabe (2). Najpogosteje uporabljamo izvore, ki spadajo v skupini razelektritev s površin-
sko oviro (ang. surface barrier discharge) in plazemskih šob (ang. plasma jets) (5,7).  
Plazma se tvori med prehodom plina skozi polje z visoko napetostjo (3). Pri plazemskih 
šobah uporabljamo žlahtne pline, med katerimi sta najbolj pogosta helij in argon. V majhnih 
količinah so lahko dodani sekundarni plini; dušik, kisik in drugi (7,8). Visoka napetost v 
električnem polju povzroči pospešitev elektronov v sosednjih atomih in molekulah, kar vodi 
do trkov in ionizacijskih, vzbujevalnih ter razpadnih procesov. Tako nastane kompleksna 
mešanica nevtralnih in vzbujenih atomov/molekul, elektronov in nabitih delcev (3,8). V 
okviru biomedicinskih aplikacij sta najpomembnejši skupini reaktivnih kisikovih spojin 
(ang. reactive oxygen species - ROS) in reaktivnih dušikovih spojin (ang. reactive nitrogen 
species - RNS), ki jih skupaj imenujemo RONS (8). Delimo jih na kratko živeče spojine 
(OH-, Ho, 1O2), ki obstajajo v območju nekaj nano- do mikrosekund, in dolgo živeče spojine 
(H2O2, NO2
-, NO3
-), ki so v mediju lahko prisotne tudi nekaj mesecev (5). Tvorba RONS je 
odvisna od vrste plazme, izbire žlahtnega plina, narave masnega prenosa in mešanja plina z 
zrakom ter vodno fazo (2,9). Z biološkim učinkom običajno povezujemo RONS, vendar k 
njemu najverjetneje prispevajo tudi ultravijolično in infrardeče sevanje ter toplotna energija. 
Njihov učinek še ni dobro raziskan. Plazma oddaja svetlobo v vijoličnem spektru pri valovni 
dolžini 400 nm (5,8).   
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1.1.2. Neposredna in posredna aplikacija plazme 
 
Plazmo pri bioloških sistemih uporabljamo na dva načina. Poznamo posredno metodo upo-
rabe, kjer uporabljamo plazemsko vzbujen medij - PAM (ang. plasma activated medium), in 
direktno metodo. Pri posredni metodi celični medij želeno količino časa izpostavimo plazmi 
in ga nato dodamo celicam, pri čemer se izognemo neposrednemu kontaktu s plazmo (2). Na 
biološki sistem vplivajo dolgo živeče RONS, medtem ko kratko živeče nimajo vpliva (5,8). 
Plazemsko aktiviran medij bi lahko uporabljali kot zdravilo, saj je pri sobni temperaturi sta-
bilen dlje časa. Njegova prednost je, da lahko doseže dele telesa, kamor s plazemskim virom 
ne moremo dostopati. Uporabljali bi ga lahko kot dezinfekcijsko sredstvo za opremo in kot 
ustno vodico za različne dentalne težave (10). 
Pri neposredni metodi, za razliko od posredne, biološki sistem pride v stik s plazmo. To je 
najpogosteje uporabljena in najbolj raziskana metoda. Zaradi neposrednega stika s celicami 
ali tkivom imajo na začetku vpliv tudi kratko živeče RONS. Upoštevati je treba tudi mehan-
ske vplive in oddaljenost plazme od površine (5). Učinek je zelo odvisen od tega, ali se 
plazemski žarek dotika površine ali ne, saj to vpliva na sestavo RONS. Ugotovili so, da je 
oksidacijska sposobnost plazme veliko večja takrat, ko se žarek dotika vodne površine. Eks-
perimentalno dotik opazujemo s pomočjo vijolične svetlobe, ki jo plazma oddaja (2).              
Ne glede na uporabljeno metodo je učinek plazme na določen biološki sistem zelo odvisen 
od njega samega. Sesalske celice se različno odzovejo na uporabljene pogoje, saj imajo raz-
lično genetsko ozadje in trenutno stanje aktivacije. Razlike moramo ugotoviti eksperimen-
talno, za vsak biološki sistem posebej (5). 
 
1.2. Primeri uporabe plazme in mehanizmi delovanja 
 
Uporaba plazme se je zelo razširila na različna področja znanosti. Medicinske postopke, ki 
za delovanje uporabljajo plazmo, poznamo že nekaj časa. Eden izmed njih je koagulacija z 
argonsko plazmo (ang. argon plasma coagulation), ki deluje na lokalni nekrozi tkiva. Pri tem 
zarežemo v tkivo ali ga po potrebi izrežemo. Naprave uporabljajo tudi v kozmetiki za glaje-
nje gub in regeneracijo kože (11). Današnje raziskave se največkrat osredotočajo na rakave 
celice in zdravljenje ran. Tako neposredna kot posredna metoda sta uspešni tudi na drugih 
področjih, kot je sterilizacija površin, zdravljenje kožnih in dentalnih obolenj, regenerativna 
medicina, ortopedija, zdravljenje nevroloških bolezni in agrikultura (10,11). Plazma ima tri 
osnovne načine delovanja. Prvi je inaktivacija širokega spektra večkratno odpornih mikro-
organizmov. Drugi učinek je stimulacija celične proliferacije in angiogeneze pri nižjih od-
merkih in tretji, ravno nasproten učinek, je sprožitev celične smrti pri višjih odmerkih (11). 
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1.2.1. Zdravljenje raka 
 
V zadnjih dveh desetletjih se je plazma izkazala za zelo uspešno glavno ali podporno terapijo 
raka (3). Sedaj najbolj uporabljeni načini zdravljenja vključujejo kirurško odstranjevanje 
spremenjenega tkiva, kemoterapijo in radioterapijo (12,13). Z uporabo konvencionalnih te-
rapij se ne moremo izogniti razvoju odpornosti rakavih celic in hudim stranskim učinkom. 
Slednji so večinoma posledica neselektivnega zdravljenja. Zato se pojavlja potreba po raz-
voju idealne terapije, ki bi selektivno delovala na rakave celice, imela manj hude neželene 
učinke in minimalno odpornost (12–14). Uporaba plazme ustreza vsem tem zahtevam (15). 
Raziskave so do zdaj opravili na različnih celičnih modelih: nevroblastom, rak trebušne sli-
navke, prsi, pljuč in kože (tudi melanom), limfoblastna levkemija, rak na jajčnikih, prostati, 
glioblastom in drugi (13,16). Zdravljenje s plazmo še ni širše uporabljeno in v postopku ni 
veliko kliničnih raziskav. Kljub temu so jo izjemoma že uporabili na bolnikih. Z njeno po-
močjo so Keith Millikan in sodelavci ozdravili bolnika z rakom trebušne slinavke. Uporabili 
so jo tudi v paliativni negi bolnikov s poznim stadijem raka glave ali vratu, kjer je prišlo do 
delne reminiscence površinskih tumorjev in zmanjšanja razjed. V vseh primerih niso opazili 
resnejših stranskih učinkov (15,17). 
RONS sprožijo nastanek oksidativnega stresa, ki aktivira različne molekularne poti v celici. 
Ta posledično začne s prilagajanjem in preneha z rastjo. Sprožijo se signalne poti, prepiso-
vanje določenih genov in delovanje DNK popravljalnih mehanizmov. Razmerje teh dogod-
kov določi, kako se bo odzvala celica (13,18). Pri daljši izpostavljenosti najpogosteje opa-
zimo programirano celično smrt ali apoptozo (14,15,19). Potekala naj bi preko p53, kinaze 
JNK, NF-κB in kaspaz (9,14,20). Čas izpostavljenosti, potreben za sprožitev apoptoze, je 
odvisen od genetskega ozadja celic, proizvedenih RONS in intenzitete ter dolžine delovanja 
oksidativnega stresa. Običajno je potrebnih 2–5 minute, medtem ko imajo časi, krajši od ene 
minute, obraten učinek in sprožijo pospešeno delitev celic (13,15,19). Daljši časi vodijo v 
nekrozo (17).  
Kot smo že omenili, je delovanje plazme selektivno za rakave celice. Selektivnost razlagajo 
tri hipoteze. Prva se osredotoča na oksidativni stres. Ta naj bi v rakavih celicah hitreje dose-
gel zgornjo mejo, ki sproži celično smrt. Razlog so razlike v metabolični aktivnosti celic. 
Normalne celice za proizvodnjo energije uporabljajo O2 v procesu oksidativne fosforilacije, 
rakave celice pa izrabljajo Warburgov efekt, kjer proizvajajo ATP preko aerobne glikolize. 
Posledica je proizvodnja visokih koncentracij ROS, ki jih uravnavajo z večjo porabo antiok-
sidantov. Tako nimajo zadostne količine rezervnih antioksidantov, ki bi nevtralizirali večje 
količine ROS, vnesene s plazmo, tako kot to naredijo normalne celice. Zaradi tega so primo-
rane preiti v apoptozo (9,21). Druga hipoteza predpostavlja, da se večina biološko aktivnih 
RONS prenese v celico preko akvaporinov, ki so v večjem številu izraženi na membrani 
rakavih celic. S tem se spremeni permeabilnost za RONS in posledično poviša njihova kon-
centracija v celici, kar vodi v celično smrt (9,22,23). Zadnja hipoteza razlaga povečano ko-
ličino ROS v rakavih celicah zaradi spremenjene sestave celične membrane. Odkrili so, da 
je prehod odvisen od količine holesterola v membrani. Ta brani ostale membranske lipide 
pred peroksidacijo, ki poteče ob stiku ROS z nenasičenimi maščobnimi kislinami. Posle-
dično celična membrana začne propadati, kar privede do večje difuzije ROS. Rakave celice 
vsebujejo manj holesterola kot normalne, kar pomeni, da so manj odporne na zunanje vplive 
(9,21).  
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Pozitivne učinke so opazili pri obeh metodah uporabe plazme. Neposredna metoda se je 
izkazala za bolj učinkovito kot uporaba PAM, vendar področje posredne metode ni tako 
dobro raziskano (9,18). Zelo uspešno se je izkazala tudi v kombinaciji z že uveljavljenimi 
metodami zdravljenja. Pri hkratni uporabi kemoterapije in plazme je prišlo do učinka že pri 
nižjih odmerkih zdravila (9). Uporaba gemcitabina in plazme pri celicah raka trebušne sli-
navke je pokazala sinergistični učinek in večjo občutljivost celic na RONS (17). Zelo obe-
tavna je tudi uporaba v nanomedicini, kjer najpogosteje uporabljamo zlate nanodelce. Nji-
hovo uporabo spremljajo težave z biološko razpoložljivostjo in možna citotoksičnost za nor-
malne celice. Skupna uporaba plazme in zlatih nanodelcev se je izkazala za zelo učinkovito 
pri glioblastomskih celicah U87, kjer se je celična smrt povečala za 30 % v primerjavi s 
samo plazmo. Pri tem so ugotovili, da je v rakavih celicah prišlo do hitrejše endocitoze na-
nodelcev, pri normalnih pa niso opazili statistično značilne razlike. S plazmo bi se potenci-
alno lahko izognili nevarnostim uporabe nanodelcev (12).   
 
1.2.2. Celjenje ran in protimikrobno delovanje plazme 
 
Uporaba plazme se je razširila tudi na področje celjenja ran. Leta 2013 so dodelili certifikat 
medicinskega pripomočka prvi plazemski napravi, ki jo uporabljamo za zdravljenje kronič-
nih ran in bolezni kože, ki jih povzročajo patogeni (11,24,25). Obsežnejše standardizirane 
klinične raziskave še niso izvedli, kar je pogosto pri zdravljenju ran (11). Pri bolnikih, kjer 
uveljavljene terapije ne pomagajo, se je ponovni zagon procesa celjenja po uporabi plazme 
sprožil pri več kot 80 % (11,24). Pozitivne rezultate so opazili tudi pri zdravljenju resnih 
opeklin, kjer je bila doslej glavna terapija presaditev kože (26). 
K uspehu pripomore protimikrobno delovanje in stimulacija regeneracije tkiva preko različ-
nih signalnih poti (11). Pri zdravljenju raka so časi dodajanja plazme daljši, saj želimo spro-
žiti apoptozo, med tem ko so pri celjenju ran krajši. Aktivira se kinaza p53, ki pri relativno 
nizkem izražanju poviša raven jedrnega dejavnika Nrf2 (11,25). Jedrni dejavnik je odgovo-
ren za celično preživetje in povzroči prehod celic v senescenco. To pozitivno vpliva na 
zdravljenje ran, saj zmanjša število celic na gram tkiva in pomembno vpliva na dozorevanje 
rane. S tem se zmanjša možnost pojava brazgotin. Zmanjšana celična delitev in metabolizem 
sta pomembna tudi za zmanjšanje fibroze, ki je neželena pri celjenju (25). Poleg tega je tudi 
regulator makrofagov, ki se zaradi povišanega izražanja začnejo zbirati na mestu poškodbe 
(11). Z uporabo plazme se poviša stopnja angiogeneze celic. Za to je najverjetneje odgovoren 
NO, ki je znan uravnalec angiogeneze in celične proliferacije. Po dodatku plazme se stati-
stično značilno poviša količina endogenega in zunanjega NO, kar so dokazali v in vivo raz-
iskavah na mišjem tkivu (26). 
Glavni mehanizmi, ki jih sproži plazma in sodelujejo pri pospešenem celjenju ran, so torej 
zmanjšanje celične delitve in celična senescenca, povečanje celične migracije, večja angio-
geneza in sekrecija imunomudolatornih signalnih proteinov (11,25,27).  
Kot smo že omenili, je plazma pomembna za ohranjanje sterilnosti ran. Včasih so jo upo-
rabljali za dekontaminacijo in sterilizacijo materialov (11). Možnost uporabe se je nato raz-
širila na druga področja, kot so sterilizacija površin, dekontaminacija vode in zobozdravstvo 
(28–30). Priljubljenost na področjih, kjer je treba zagotoviti sterilnost, si je prislužila pred-
vsem zaradi svojega učinka na rezistentne mikroorganizme (28,30). Dokazali so, da uporaba 
plazme zmanjša prisotnost MRSA in rezistentne E.coli v vodi, kar je težko doseči s sedaj 
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uporabljenimi metodami (30). Glavni mehanizem naj bi potekal preko RONS, ki sprožijo 
bakterijsko različico programirane celične smrti. V primerjavi s sesalskimi celicami je uči-
nek plazme večji na mikroorganizme, saj so občutljivi tako na ROS kot RNS (11). Dodatno 
plazma lahko preide skozi biofilme, ki so najpogostejši vzrok odpornosti proti antibiotikom, 
s čimer se še poveča njena učinkovitost (28). Kljub uspehom je treba izvesti dodatne razi-
skave, ki bi dale boljši vpogled v uporabo plazme za dezinfekcijo v bolnišnicah, farmacevt-
ski industriji, boju proti patogenim organizmom in drugih možnostih. Doslej učinkovitost, 
varnost in praktičnost še niso bile raziskane v večjem obsegu in na večjih površinah (28,29). 
 
1.2.3. Uporaba v regenerativni medicini in pri bioloških vsadkih 
 
Celjenje ran lahko pospešimo z uporabo tkivnega inženirstva, ki z uporabo različnih pristo-
pov skrajša čas regeneracije tkiva (31,32). Včasih sama spodbuditev tkiva k obnovitvi ni 
dovolj in so potrebne zamenjave. V telo vstavimo vsadke, ki nadomestijo poškodovani zob, 
zlomljeno kost ali nedelujoči sklep. Tako pri celjenju ran kot zamenjavi tkiva so potrebne 
metode, ki preprečijo prenos patogenih mikroorganizmov v telo in s tem hujša vnetja (31–
34). Pri vsadkih je potrebna tudi čim hitrejša vključitev v okoliško tkivo, da preprečimo 
dostop mikroorganizmov iz okolja. V obeh pogledih se je plazma izkazala za uporabno. Do 
zdaj so večino raziskav opravili na področju zobozdravstva (33). Pri celjenju ran so ugoto-
vili, da plazma spodbudi proliferacijo celic in regeneracijo tkiva, kar so opazili tudi po upo-
rabi plazme na zobnih vsadkih. Najpogosteje uporabljena materiala sta cirkonij in titan. Pri 
zobnem vsadku v kostno tkivo sprva namestimo telo iz omenjenih materialov, ki ga moramo 
pred namestitvijo krone dobro pritrditi v živo kost v procesu kostne integracije (35). Posto-
pek običajno traja nekaj mesecev, kjer je omenjeni proces najdaljša stopnja. Zato so nujno 
potrebne nove metode, ki bi postopek pospešile in omogočile manjše tveganje za vnetje 
(33,35). V raziskavah, opravljenih in vitro in in vivo, so dokazali, da plazma poveča hidro-
filnost površin. Zaradi tega se je pospešila pritrditev fibroblastov in osteoblastov na cirkonij 
oziroma titan takoj po uporabi. Po daljšem času opazovanja so zaznali hitrejše razraščanje 
celic. To so dosegli že po izpostavitvi vsadka plazmi za 60 sekund. Poleg hitrejše integracije 
je pozitivni učinek plazme tudi dezinfekcija, kar omeji uporabo kemikalij v postopku 
(33,34). 
Na področju tkivnega inženirstva v zadnjem času najpogosteje omenjajo uporabo plazme pri 
obdelavi ogrodnih nanovlaken, ki imajo vgrajene celice ali biološko aktivne snovi za pospe-
šeno regeneracijo tkiva. Za izdelavo nanovlaken uporabljamo biokompatibilne materiale in 
postopek elektrostatskega sukanja (ang. electrospinning), saj tako dobimo najbolj uporabne 
strukture. Celice ali biološko aktivne snovi se na tarčnem območju sprostijo skozi nanopore, 
vlakna pa se integrirajo v okolje, saj imajo podobne lastnosti kot zunajcelični matriks. Upo-
raba plazme poveča hidrofilnost in hrapavost nanovlaken, kar omogoči hitrejšo in učinkovi-
tejšo pritrditev okoliških celic. Poleg tega plazma poveča premer mezo por, kar omogoči 
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1.2.4. Zdravljenje nevroloških bolezni 
 
Nevrološke bolezni so zelo raznovrstna skupina obolenj, ki prizadene centralni, periferni in 
vegetativni živčni sistem. Med njih spadajo Alzheimerjeva in Parkinsonova bolezen ter po-
škodbe glave in hrbtenjače (4). Ena najbolj zaželenih terapij je transplantacija centralnega 
živčnega tkiva. Tega pridobijo iz nevronskih matičnih celic, ki jih z različnimi kemijskimi 
metodami diferencirajo v zrele nevrone (4,36). Dosedanje metode imajo nekaj pomanjklji-
vosti, kot je kemična toksičnost, tvorba brazgotin in premajhna specifičnost diferenciacije v 
določen tip celic. Poleg kemijskih metod bi lahko uporabili plazmo, saj se po uporabi ma-
tične celice diferencirajo v nevrone ali celice glije (36,37). Približno 75 % celic se je po 60s 
dodatku helijeve plazme diferenciralo v zrele holinergične in motorične nevrone, kar je po-
tencialno uporabno pri zdravljenju Parkinsonove bolezni. Podobne rezultate so dobili pri 
uporabi plazme na ribjem modelu navadne cebrice (36). Ugotovili so, da naj bi glavno vlogo 
pri diferenciaciji prevzela spojina NO, ki deluje na signalno pot Trk/Ras/Erk (37). 
Poleg diferenciacije nevronov ima plazma potencial tudi pri destabilizaciji toksičnih agre-
gatov proteina amiloida beta, ki so eden glavnih vzrokov za razvoj Alzheimerjeve bolezni 
(38). Bayliss in kolegi so dokazali, da 2 s dolga izpostavitev plazmi sproži signifikanten 
razpad amiloidnih agregatov in vitro. Razlog je najverjetneje vpliv ROS na njihovo oksida-
cijo (39). Kasneje so učinek plazme dokazali tudi z metodo molekulske dinamike, kjer so 
preučevali vpliv oksidacije agregata na njegovo nestabilnost. Ugotovili so, da vodi do večje 
fleksibilnosti in večjih konformacijskih sprememb v strukturi, kar poveča dostopnost topila 
in posledično destabilizira strukturo (38).  
Raziskave so pokazale, da bi bila plazma lahko uporabna pri zdravljenju nevroloških bolezni 
preko diferenciacije matičnih celic ali destabilizacije agregatov. Vseeno je bilo na to temo 
izvedeno majhno število raziskav, ki bi dokončno potrdile njeno učinkovitost in določile 
potencialne neželene učinke in efektivni odmerek (ED) (4,38).    
 
1.2.5. Varnost, prednosti in omejitve uporabe plazme 
 
Zdravstveni organi so nekatere protokole, ki za zdravljenje uporabljajo plazmo, že odobrili 
za uporabo pri ljudeh (40). Kljub temu obstajajo razlogi, zaradi katerih plazma še ni širše 
uporabljena v praksi. 
Uporaba v medicinske namene se je izkazala za zelo varno. Raziskave na živalih in ljudeh 
so pokazale, da delovanja plazme ne spremljajo neželeni učinki. Pri tem so opazovali razvoj 
vnetij, alergij, pojav oteklin in nepričakovanih izločkov, rdečico, dotok krvi, draženje in tok-
sičnost vitalnih organov pri različnih časih izpostavitve (do 5 minut). Poleg tega pri nepo-
sredni uporabi na koži niso zaznali nekroze. Za dokončno ocenitev varnosti manjkajo dol-
gotrajne študije, saj je plazemska medicina mlado področje. Nekaj raziskav je bilo objavlje-
nih za obdobje 12 mesecev, kjer po zdravljenju niso opazili nobenih novonastalih tumorjev 
in predrakavih sprememb. Do zdaj še ni objavljenih raziskav varnosti za obdobje, daljše od 
enega leta (41–43). 
Za razliko raziskave in vitro kažejo potencialne nevarnosti. Ko so helijevo plazmo uporabili 
na beljakovinotvornih aminokislinah, so ugotovili, da sproži tvorbo modifikacij, predvsem 
hidroksilacije aromatskih skupin. Odkrili so tudi spremembe na proteinih in zaviranje neka-
terih encimov, kot je lizocim (5). Plazma lahko povzroči sprožitev imunskega sistema in 
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povzroči citotoksičnost. To navadno uporabljamo v medicinske namene, vendar je treba po-
drobno preučiti mehanizme, da ne bi prišlo do neželenega imunskega odziva (5,41).  
Velik problem pri uporabi plazme je tudi oteženo določanje standardov delovanja (24). Da-
nes obstaja veliko različnih naprav za tvorbo plazme, ki se med seboj močno razlikujejo po 
tehničnih in fizikalnih lastnostih ter bioloških učinkih, kar oteži medsebojno primerjavo. 
Posledično ne moremo določiti ED za zdravljenje (24,44). Dokler ne odkrijemo ustrezne 
metode za določitev ED oziroma uveljavimo standarde, ki bi zagotovili podobnost izposta-
vitev, bomo morali obravnavati vsako napravo in protokol posebej, da lahko zagotovimo 
ustrezne ravni učinkovitosti in varnosti za posamezno aplikacijo (41). Leta 2014 je Nemški 
inštitut za standardizacijo objavil dokument Splošne zahteve za vire plazme v medicini. Ta 
opisuje obvezne parametre, ki naj bi jih zadovoljili vsi plazemski viri in naj bi zagotavljali 
enako učinkovitost, delovanje in varnost. Za popolno karakterizacijo plazemskega vira mo-
rajo uporabniki izvesti dodatne teste. Eden glavnih ciljev razvijalcev plazemskih virov je 
torej zagotovitev od naprave neodvisnega merjenje učinkovitosti delovanja, ki bi ustrezala 
osnovnim zahtevam (24,45).   
Kljub zadržkom plazma velja za stroškovno učinkovito, vsestransko, hitro in okolju prijazno 
metodo, ki porabi malo energije in vode. Poleg tega predstavlja postopek brez uporabe ke-
mikalij, zaradi česar je postala zanimiva za podjetja, predvsem farmacevtsko industrijo, kjer 
predstavlja učinkovito metodo dezinfekcije (24,44). 
Da bi vse potencialne aplikacije plazme prenesli v vsakdanjo medicinsko rabo, moramo do-
bro poznati mehanizme vpliva plazme na celice in tkiva, za kar so potrebne bazične raziskave 
molekularnih odzivov (24). Le s poznavanjem večine glavnih mehanizmov, ki se dogajajo v 
celicah, lahko zagotovimo zadostno varnost. Zato smo se v sklopu magistrske naloge osre-
dotočili na vpliv stresa, ki naj bi ga povzročil dodatek plazme na delovanje celic.  
 
1.3.  Stresne granule 
 
Zaradi različnih zunanjih ali notranjih dejavnikov celica preide v stanje celičnega stresa. 
Takrat se aktivirajo mehanizmi, ki omogočijo njeno preživetje. Mednje spada nastanek ne-
membranskih citoplazemskih organelov, imenovanih stresne granule (SG) (46–49). Zaradi 
tvorbe SG se zmanjša poraba energije, vzpostavi se nadzor nad proizvodnjo proteinov in 
sproži nadzor nad aktivnostjo že obstoječih proteinov. SG spadajo v skupino RNK-granul, 
ki so povezane z metabolizmom mRNK. Sem uvrščamo tudi P-telesca, ki se razlikujejo po 
sestavi in funkciji (47,48). Poleg citoplazemskih SG obstajajo tudi jedrna stresna telesca in 
drugi organeli, ki imajo drugačno sestavo in funkcijo (47).  
Običajno je nastanek SG dinamičen in reverzibilen proces, vendar v nekaterih primerih lahko 
vodi v tvorbo agregatov, ki so povezani z nevrodegenerativnimi boleznimi (ALS, FTD), ra-
kom in virusnimi infekcijami (46,48,49). 
SG vplivajo na funkcijo mRNK, njihovo lokalizacijo in signalne poti. Z ustavitvijo prevaja-
nja se proteini, dejavniki prevajanja, signalne molekule, transportni proteini in druge mole-
kule zberejo v citoplazemskih granulah (46–49). Sestavljene so iz stabilne sredice in dina-
mične lupine. Sredica naj bi tekom obstoja SG ostala relativno enaka, medtem ko se sestava 
in koncentracija molekul v lupini konstantno spreminja. Nastanek SG razlagata dva modela. 
Pri prvem naj bi neprevedene mRNK začele kondenzacijo sredice in nato oblikovale dina-
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mično amorfno lupino. Čez čas naj bi se oblikovala močnejša sredica z bolj stabilnimi po-
vezavami med proteini. Po drugem modelu pa naj bi neprevedene mRNK povzročile fazno 
separacijo tekočina-tekočina (ang. liquid-liquid phase separation), s čimer se oblikujejo te-
kočinske kapljice s šibkimi notranjimi povezavami. Iz tega naj bi se čez čas oblikovala moč-
nejša sredica s pomočjo  proteinov, ki vsebujejo neurejene regije. Oba modela v ospredje 
nastanka SG postavljata neprevedene mRNK in proteine z neurejenimi regijami. Proteini, ki 
sodelujejo pri začetni nukleaciji, so G3BP1 (RasGAP SH3 vezavni protein 1), TIA-1 (T-
celični znotrajcelični antigen 1) in PABP (poli-A vezavni protein). Te tudi navadno uporab-
ljamo pri raziskavah SG kot njihove selektivne označevalce (46–48).  
Nastanek stresnih granul lahko mehanistično poteka preko dveh poti: eIF2α-odvisne in 
eIF2α-neodvisne poti (47).  
 
1.3.1. Odvisnost nastanka stresnih granul od fosforilacije eIF2α 
 
Najpogosteje SG nastanejo preko od eIF2-odvisne poti, ki jo imenujemo tudi integriran od-
ziv na stres (ang. integreated stress response). eIF2 je iniciacijski faktor prevajanja 2, ki je 
ključen za začetek sinteze proteinov. Spada v skupino gvanin nukleotid izmenjevalnih pro-
teinov, saj veže GTP oziroma GDP. Je heterotrimer, sestavljen iz α, β in γ podenote. Osred-
nja enota je eIF2γ, ki veže GDP/GTP in posledično iniciacijsko tRNK (tRNKi
Met). eIF2α je 
podenota, ki pomaga pri vezavi tRNKi
Met in prepoznavanju začetnega kodona ter je ključna 
za regulacijo translacije. eIF2β pa je pomožna podenota, ki sodeluje pri vezavi različnih 
ligandov proteina eIF2 (50). eIF2-GTP ima veliko večjo afiniteto do tRNKi
Met kot eIF2-
GDP, zato se ob vezanem GTP tvori kompleks eIF2-GTP- tRNKi
Met, ki se veže na večjo 
podenoto ribosoma (40S). To imenujemo preiniciacijski kompleks 43S. Skupaj z eIF-4F se 
vežeta na mRNK blizu 5'-kape in tako se tvori iniciacijski kompleks. Pri izmenjavi 
GDP/GTP na eIF2 sodelujeta dva GTP-azo aktivirajoča (GAP) proteina. Ob razpadu inicia-
cijskega kompleksa se na eIF2 veže eIF5, ki hidrolizira GTP v GDP in se skupaj s komplek-
som eIF2-GDP odstrani. Nato nastopi drugi GAP, imenovan eIF2B, ki odstrani GDP in ga 
zamenja z GTP, kar vodi do ponovno aktivnega eIF2-GTP tRNKi
Met (47,50). Ko je celica v 
stresu, pride do fosforilacije podenote eIF2α na serinskem ostanku 51 (eIF2α-p51). Ta ima 
večjo afiniteto vezave na eIF2B, kar inaktivira njegovo funkcijo izmenjave GDP/GTP. Tako 
na eIF2 ostane vezan GDP, kar prepreči sestavo aktivnega kompleksa eIF2-GTP-tRNKi
Met 
in posledično zniža raven globalne translacije. Iz neprevedenih mRNK se začnejo tvoriti SG 
(Slika 1b) (49–51). Na fosforilacijo proteina eIF2α vplivajo 4 kinaze: HRI, PKR, PERK in 
GCN2. Vsaka se aktivira pri določeni vrsti stresa in v zadnjem času odkrivajo, da nekateri 
stresorji sprožijo fosforilacijo eIF2α preko sinergističnega delovanja več kinaz (47–50). 
Pri od eIF2 neodvisni oziroma nekanonični poti pride do zaustavitve translacije pri drugi 
nadzorni točki. Pri tem sodeluje kompleks eIF4F, ki se veže skupaj z eIF2 v bližino 5'-kape 
na mRNK. Sestavljen je iz podenot eIF4A, eIF4E in eIF4G. Spremembe v konformaciji ali 
aktivnosti kompleksa spremenijo vezavo na mRNK in posledično zaustavijo translacijo. 
Tako se začnejo tvoriti SG (Slika 1a). Protein eIF4F je pod nadzorom PI3K-mTOR kinazne 
kaskade. Ko je celica v običajnih pogojih, kinaza fosforilira eIF4F vezavne proteine in ohra-
nja njihovo neaktivno obliko. V stresnih pogojih do fosforilacije ne pride in proteini se 
vežejo na podenote ter preprečijo tvorbo kompleksa eIF4F (47–49). 
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Slika 1: Mehanizem nastanka SG. Stresne granule nastanejo po od eIF2 odvisni ali neodvisni poti. 
a) Levo od normalne translacije proteinov je prikazana od eIF2 neodvisna pot, ki vključuje kinazo 
mTOR. Ta pri normalni translaciji fosforilira vezavne proteine kompleksa eIF4F in s tem prepreči 
njihovo vezavo. Kompleks je tako prost za vezavo v translacijski kompleks. Pri stresu ne pride do 
fosforilacije in se vezavni proteini vežejo na eIF4F, kar vodi do nastanka SG. b) Desno je prikazana 
od eIF2 odvisna pot. Ob stresu pride do fosforilacije podenote eIF2α proteina eIF2 in nastanka SG. 
c) ISRIB je selektivni zaviralec eIF2 odvisne poti. Ob dodatku zavira nastanek SG in obnovi prote-
insko sintezo v celici (Povzeto po 52). 
1.3.2. Povzročitelji celičnega stresa 
 
Tvorba, sestava in oblika SG je odvisna od vrste stresa in signalne poti, ki jo aktivira. Stres 
lahko deluje samo v določenih celičnih linijah (47,48). Stresorje delimo glede na vrsto stresa, 
ki ga povzročijo: pomanjkanje hranil, oksidativni stres, osmotski stres, vročinski šok, zavi-
ralci proteasomov in genotoksični stres. Najpogosteje v raziskavah tvorbe SG uporabljamo 
metode, ki povzročijo oksidativni in osmotski stres ter toplotni šok. (47).  
Natrijev arzenit (NaAsO2) je splošno znana kancerogena kemikalija. Poleg As2O3  je najpo-
gosteje zastopana arzenova spojina. Dokazano povzroči od odmerka odvisno povečanje 
ROS v gojenih človeških celicah in pri visokih koncentracijah večinoma sproži apoptozo 
preko tvorbe večje količine ROS. V vseh preizkušenih celičnih linijah je sprožil tvorbo SG 
preko od eIF2α odvisne poti (47,53) . 
Vodikov peroksid (H2O2) povzroči pojav oksidativnega stresa. V celici je prisoten pri nor-
malnem metabolizmu in deluje kot signalna molekula, saj difundira skozi celične membrane 
ter sproži takojšnji odziv, ki se kaže v spremembi celične oblike, začetku proliferacije in 
aktivaciji imunskih celic. Tako nima učinka samo kot signal za poškodbe. Vpliv kemikalije 
na tvorbo SG je odvisen od celične linije in koncentracije. Pod določenimi pogoji celo pre-
preči tvorbo. Ko sproži nastanek SG, to poteče po od eIF2α neodvisni poti (47,54). 
a) b) 
c) 
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Za preučevanje osmotskega šoka je najpogosteje uporabljena kemikalija sorbitol. Spada v 
skupino poliolov in jo navadno uporabljamo kot sladilo. Ob dodatku celicam v 1 M koncen-
traciji povzroči hiperosmolarnost. Tvorbo SG sproži preko od eIF2 odvisne poti. Poleg sor-
bitola hiperosmolarnost povzroči tudi natrijev klorid. Ta povzroči tvorbo SG po od eIF2α 




ISRIB (trans-N,N'-(cikloheksan-1,4-diil)bis(2-(4-klorofenoksi)acetamid) je majhna mole-
kula, ki specifično zavira integriran odziv na stres (ISR) navzdol od fosforilacije eIF2α (Slika 
1c). S tem prepreči delovanje vseh štirih kinaz in je splošni zaviralec nastanka SG (56,57). 
Potek ISR zavira le delno, saj tudi pri nasičenih koncentracijah doseže 70-odstotno uspe-
šnost. Za razliko od ISRIB specifični zaviralci kinaz eIF2α učinkujejo v 90–100 % (56). 
Delovanje ISRIB še ni popolnoma raziskano, vendar naj bi bil alosterični aktivator eIF2B. 
ISRIB se veže na površino omenjenega encima in stabilizira aktivno dekamerno obliko, ki 
je potrebna za aktivnost GEF in posledično prepreči izmenjavo GDP/GTP na proteinu eIF2. 
Poleg tega tudi stabilizira encim. Sprva so domnevali, da molekula zmanjša afiniteto eIF2B 
do p-eIF2α, vendar naj bi šlo za ravno obratni mehanizem. Povečal naj bi afiniteto eIF2B do 
nefosforiliranega eIF2α, s čimer se zmanjša ISR (50,51). Zaviralec v celicah ne ustavi samo 
nastanka SG, temveč tudi povzroči razgradnjo že nastalih SG. Deloval naj bi pri nižjih rav-
neh p-eIF2α, medtem ko pri višjih ni zelo uspešen (51,58).  
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2. NAMEN DELA IN HIPOTEZE 
Namen magistrskega dela je opazovati kratkoročne učinke plazme na sesalske celice, saj ti 
doslej še niso bili širše raziskani. S pomočjo stabilne celične linije FlpIn SH-SY5Y, ki ima 
vstavljen zapis za rekombinantni protein mScarletI-G3BP1-Myc, bomo opazovali, kako pla-
zma vpliva na nastanek SG, ki je pogost najzgodnejši odziv celic na stres. Ker je glavni 
mehanizem delovanja plazme nastanek RONS, bomo primerjali s plazmo tretirane celice s 
celicami, ki jim bomo dodali znane sprožitelje oksidativnega (NaAsO2, H2O2) in osmotskega 
(sorbitol) stresa. Če bo plazma sprožila nastanek SG, bomo s pomočjo zaviralca ISRIB po-
skusili ugotoviti, po katerem mehanizmu poteka njihov nastanek: od eIF2α odvisna ali ne-
odvisna pot.  
 
Delovne hipoteze: 
1. Plazma sproži nastanek stresnih granul. 
2. Nastanek stresnih granul sprožijo tudi NaAsO2, H2O2 in sorbitol. 
3. Stresne granule, nastale pri tretmaju s plazmo, bodo po značilnostih bolj podobne od-
zivom celic na NaAsO2 in H2O2. 
4. ISRIB bo zaviral nastanek stresnih granul. 
5. ISRIB ne bo zmanjšal ravni izraženega proteina p-eIF2α. 
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1. Materiali 
3.1.1. Celična kultura 
 
Pri eksperimentalnem delu magistrske naloge smo uporabili stabilno celično linijo FlpIn SH-
SY5Y-mScarletI-G3BP1-Myc. Pridobili smo jo iz osnovne celične linije nevroblastoma s 
sistemom Flp-In. Ta omogoča vstavitev želenega zapisa v genom sesalskih celic in njegovo 
stabilno izražanje. V celico smo s transfekcijo plazmidov, ki jih zagotovi proizvajalec, vnesli 
zapis za represor TetR, ki omogoča regulirano indukcijo, in mesto FRT, preko katerega se 
vnese želeni zapis. Zapis za fuzijski protein smo klonirali v vektor pcDNA5/FRT/TO, ki ima 
vneseno mesto FRT. Vektor smo vnesli v začetne celice FlpIn s kotransfekcijo vektorja 
pOGG. Po transfekciji v celicah poteče homologna rekombinacija med mestoma FRT v vek-
torju in plazmidu. Z vstavitvijo vektorja postane aktivna tudi rezistenca na higromicin, ki 
služi kot selekcijski označevalec za celice z vstavljenim zapisom (59). Podrobnejši opis pri-
dobitve stabilne celične linije je zapisan v diplomski nalogi (60).  
V celice smo vnesli zapis za fuzijski protein mScarletI-G3BP1-Myc. mScarletI je rdeči flu-
orescenčni protein, ki omogoča opazovanje fuzijskega proteina pod fluorescentnim mikro-
skopom brez detekcije s specifičnimi protitelesi. G3BP1 je sestavni protein sredice SG in je 
najpogosteje uporabljen označevalec za opazovanje njihove dinamike. Na C-konec fuzij-
skega proteina smo vstavili oznako Myc. 
Celice smo gojili v plastenkah T175. Pri tem smo uporabljali celično gojišče DMEM F-12 
(1:1) (1X) + Glutamax (GIBCO/ ThermoFisher Scientific). Dodali smo mu 10-odstotni fe-
talni goveji serum (ang. Fetal bovine serum) brez tetraciklina. Serum brez tetraciklina smo 
uporabljali zaradi represorja TetR, ki omogoča inducibilno izražanje vstavljenega zapisa za 
protein s pomočjo dodajanja tetraciklinskega antibiotika. V našem primeru je bil to doksici-
klin. V gojišče smo dodali še 1 % PenStrep (penicilin + streptomicin), ki celice ščiti pred 






3.1.2. Plazemska šoba 
 
Za tvorbo plazme smo uporabljali plazemsko šobo s končnim poljem, ki je bila izdelana po 
načrtu skupine Zaplotik idr. (7). Šoba ima eno elektrodo, ki je sestavljena iz bakrene žičke s 
premerom 0,1 mm, vstavljene v 50 mm dolgo borosilikatno stekleno cev z notranjim preme-
rom 1,2 mm. Bakrena žička je povezana s komercialnim 31-kHz visoko napetostnim izme-
njevalcem toka podjetja Conrad Electronic. Izhodno napetost smo nastavili na 2,3 kV in 
električni tok (IRMS) skozi elektrodo na 1 mA. Za žlahtni plin smo izbrali argon z 99,99-
odstotno čistostjo in pretok uravnali glede na standardne litre na minuto (ang. standard litre 
per minute - SLM). Plazemska šoba smo postavili na razdaljo 2,5 cm od površine celic (Slika 
2).  
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Slika 2: Shema plazemske šobe in poskusa na plošči s 24 vdolbinami. Na sliki je prikazana shema 
uporabljene plazemske šobe. Pri poskusu je bila konica šobe od gladine gojišča oddaljena 2,5 cm, 
kar je omogočilo stik plazme z gojiščem.  
3.1.3. Protitelesa 
 
Protitelesa, ki smo jih uporabili pri analizi s prenosom western, so našteta v preglednici I, za 
opazovanje s konfokalnim mikroskopom pa v preglednici II. 
 
Preglednica I: Seznam protiteles, uporabljenih pri analizi s prenosom western. 











LOT:  9514 
1:1000 Novus Biologi-
cals 
proti eIF2α  
 
miš sc- 133132 
LOT: 
#H0118 








protimišje sekundarno protitelo, 
označeno s fluoroforom DyLight 
550 
 
koza SA5-10173 1:5000 Thermo Scienti-
fic 
protikunčje sekundarno protitelo, 
označeno s fluoroforom DyLight 
650 
 
koza  SA5-10034 1:5000 Thermo   Scien-
tific 
protimišje sekundarno protitelo 
označeno s HRP 
koza 115-035-068 1:5000 Jackson Immu-
noResearch 
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LOT:  9514 
1:200 Novus Biologi-
cals 
proti eIF2α  
 
miš sc- 133132 
Lot: #H0118 
1:50 Santa Cruz Bio-
technologies 
protikunčje sekundarno protitelo, 





1:1000 Cell signaling 
protimišje sekundarno protitelo, 









Za NaDS-PAGE smo uporabljali standard PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder pod-
jetja Fermentas- Thermo Fisher Scientific. 
 
3.1.5. Pufri in raztopine 
 
Sestave pufrov in raztopin, ki smo jih uporabljali pri delu, so naštete v preglednici III. 
  
Preglednica III: Seznam uporabljenih pufrov in raztopin. 
pufer/ raztopina sestava podjetje 
1× PBS za celični 
laboratorij 
sterilni 1× PBS Gibco- 
Thermo  
Scientific 
1× PBS 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM 
KH2PO4. To je sestava za 1x PBS, navadno pripravimo 




6× NaDS nanašalni 
pufer z DDT 
10 mL: 0,5M Tris-HCl (pH 6,8), 2,0 mL glicerola, 4,0 mL 
10% NaDS, kapljica bromfenol modro, dH2O do 10 mL  








150 mM NaCl, 20 mM Tris-Hcl (pH 7,4), 1 mM EDTA, 1 
% (v/v) NP-40, 10 % (v/v) glicerol, 1 mM natrijev ortova-
nadat, 10 mM NaF, 10 mM β-glicerofosfat, mešanica pro-






Pripravimo kot 10× založno raztopino in nato 1×razred-




pufer za prenos 
western 
Pufer za pol suh prenos v kompletu Trans-Blot Turbo 
Transfer System 
BioRad 
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voj membrane s 
proti-HRP protite-
lesi 




za 1 L: 100 mL 10× TBS (50 mM Tris pH 7,4 + 150 mM 




0,05 % Tx-100 + 3 
% BSA 
 






3-% mleko v pufru TBST (za 50 mL: 1,5 g mleka v prahu 




8 % PFA 10 mL 16-% PFA (takšna je založna raztopina)  raztopimo 






inov iz membrane 





Kemikalije, ki smo jih uporabili med delom, so naštete v preglednici IV, z navedenim pro-
izvajalcem. 
 




Poncenau S Sigma-Aldrich 
BSA Sigma 
DMSO Sigma-Aldrich 
doksiciklin Invivo Gen 
DDT Fermentas 
DAPI Termo Fisher 
EDTA  Serva 
etanol Sigma-Aldrich 
higromicin Invivo Gen 
ISRIB Sigma-Aldrich 
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medij za pritrjevanje na objektno stekelce brez DAPI LifeTechnologies 
MgCl2 Sigma-Aldrich 
MgSO4 Sigma-Aldrich 
mleko v prahu Pomurske mlekarne 
mešanica proteaznih in fosfataznih inhibitorjev Roche 
NaAsO2 Flucka analytical 
NaCl  Fisher Chemicals 
NaDS Sigma 
PFA (16% raztopina) Electron Microscopy Science 
Resazurin Sigma-Aldrich 
Sorbitol Sigma-Aldrich 
tripan modro Sigma-Aldrich 
TrypLE Select Gibco- Thermo Scientific 
tripton Beckton, Dickinson & Co. 
Tris  Serva 
Triton X-100 Serva 
Tween20 Serva 
TEMED Serva 
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3.1.7. Laboratorijska oprema 
 
Laboratorijska oprema, ki smo jo uporabljali pri izvedbi poskusov, je našteta v preglednici 
V.  




avtomatske pipete Eppendorf  
centrifuga Eppendorf Eppendorf 
epruvete za centrifugiranje Sigma-Aldrich 
hladilnik Electrolux 
zamrzovalnik (–80°C) Sanyo 
zamrzovalnik (–20°C) Liebherr 
geli za NaDS-PAGE (4–12% predhodno pripravljeni 
geli Novex)  
Thermo Fisher Scientific 
aparatura za NaDS-PAGE in prenos na membrano BioRad 
membrana PVDF za  prenos western GE Healthcare Life Science 
komplet za pol suh prenos western BioRad 
stresalnik Vibromix Tehtnica 
spektrofotometer Nanodrop ND 1000 NanoDrop 
termoblok ThermoShaker Biometra 
tehtnici Genius, Sartorius 200A, 
Tehtnica 
pH meter SevenEasy Mettler Toledo 
brezprašna komora Labcaire 
digestorij Wesemann 
naprava za analizo membran po prenosu western Biorad 
svetlobni mikroskop Zeiss Axio Observer 
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konfokalni mikroskop Zeiss LSM710 
vodna kopel Julaub 
Mikrotiterski čitalec Tecan 
 
3.1.8. Programska oprema za analizo rezultatov 
 
Za slikovno analizo in analizo prenosov western smo uporabljali programsko opremo Ima-
geJ (NIJZ ZDA in LOCI, Univerza v Wisconsinu). Za analizo SG smo uporabili programski 
dodatek, imenovan števec SG (ang. SG counter), ki je dostopen v sklopu programa. Za štetje 
celic smo uporabili dodatek števec celic (ang. cell counter). Dobljene podatke smo analizirali 
s pomočjo programa Excel (Microsoft OfficeTM). Slike smo uredili v programu ZEN Black 
in ZEN Blue podjetja Zeiss.   
 
3.2. METODE 
3.2.1. Sprožitev celičnega stresa 
 
24 ur pred poskusom smo celice FlpIn SH-SY5Y-mScarletI-G3BP1-Myc nacepili na plošče 




), ki je omogočil izražanje vstavljenega fuzijskega proteina.  
Naslednji dan smo celice izpostavili plazmi, natrijevemu arzenitu, sorbitolu ali vodikovemu 
peroksidu. 
Pred dodatkom plazme smo celicam zamenjali sveže gojišče (končni volumen 500 µL). Ko-
nico šobe smo namestili 2,5 cm nad površino gojišča in jo postavili na sredino vdolbinice. 
Pri poskusih smo spreminjali tri parametre: čas izpostavitve, pretok plina in čas inkubacije. 
Plazmo smo dodajali s pretokom 1, 2, 3 in 4 SLM, časom 10, 20, 40, 60, 80 s, čemur je 
sledila 0,5-, 1-, 1,5-, 2-, 4-, 12- ali 24-urna inkubacija. Celice smo nato pripravili za opazo-
vanje pod konfokalnim mikroskopom (poglavje 3.2.3) ali za prenos western (poglavje 3.2.4). 
Za kasnejše eksperimente smo uporabili pretok plina 3 SLM, čas tretmaja 20 s in inkubacijo 
2 uri, saj so se ti pogoji izkazali za najbolj uspešne pri tvorbi SG. 
Oksidativni stres smo sprožili z uporabo natrijevega arzenita in vodikovega peroksida. Ce-
licam smo dodali 500 µL gojišča z 0,3, 0,5 in 1 mM natrijevega arzenita in jih pustili 1,5 ure 
v inkubatorju. Ugotovili smo, da je najboljša koncentracija za nastanek SG 0,5 mM, saj ne 
povzroči prevelikega odmiranja celic. To koncentracijo smo uporabljali v nadaljnjih posku-
sih.  
Za vodikov peroksid smo uporabili 500 µL medija z 0,5, 1 in 2 mM koncentracijo ter inku-
birali 1, 1,5 in 3 ure.  
Za osmotski stres smo uporabili sorbitol v koncentracijah 0,4, 0,6 in 0,8 M in inkubirali 1 
ali 1,5 ure. Za najbolj ustrezne pogoje se je izkazala uporaba koncentracije 0,8 M in 1,5-urna 
inkubacija.  
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3.2.2. Inhibicija nastanka SG 
 
Nizko molekularna spojina ISRIB dokazano zavira nastanek SG, ki poteka preko od eIF2α 
odvisne poti (57). Zato smo jo uporabili za zaviranje tvorbe SG po dodatku natrijevega arze-
nita in aplikacije plazme. ISRIB smo raztopili v DMSO in dobili založno raztopino s kon-




želenih koncentracij: 125 nM, 250 nM, 500 nM, 1 µM in 2 µM. Raztopine smo dodali celi-
cam, nasajenim na ploščo s 24 vdolbinicami po enodnevni inkubaciji. Po dodatku raztopine 
smo celice inkubirali 1 uro pri 37 °C in jim nato dodali plazmo (3 SLM, 20 s, 2 uri inkuba-




Za imunocitokemijo smo celice FlpIn SH-SY5Y-mScarletI-G3BP1-Myc v duplikatih nace-
pili na krovna stekelca, dodana na ploščo s 24 vdolbinami in izvedli postopka, opisana v 
poglavjih 3.2.1 in 3.2.2, kot so zahtevali poskusi. Po indukciji stresa smo celice trikrat sprali 
s po 750 µL 1× PBS. Pri tem smo bili zelo previdni, saj se celice pod stresom slabše držijo 
podlage. Po spiranju smo celice fiksirali s 300 µL 4-% paraformaldehida (PFA), ki smo ga 
pustili delovati 15 minut. Celice smo nato dvakrat sprali z 1× PBS.  
Pri poskusih, kjer barvanje s protitelesi ni bilo potrebno, smo celicam obarvali jedra z DAPI 
(250 µL, 0.1 g/mL), ki smo ga pustili delovati 7 minut. DAPI smo dvakrat sprali s po 750 
µL 1× PBS. Celice na krovnih stekelcih smo pritrdili na objektna s sredstvom za pritrjevanje 
ProlongGold.  
Pri poskusih, kjer smo uporabili protitelesa, smo po fiksaciji dodali 300 µL 0,05 % TritonX-
100 + 3 % BSA (preglednica III) in pustili delovati 30 minut. Raztopino smo odstranili in 
dodali 200 µL mešanice primarnih protiteles, usmerjenih proti eIF2α ali eIF2α-p51 (pregle-
dnica II), z 0,05 % TritonX-100 + 3 % BSA in pustili delovati čez noč pri 4 °C. Naslednji 
dan smo celice trikrat sprali s po 750 µL 1× PBS z vmesno 5-minutno inkubacijo in dodali 
sekundarna protitelesa (preglednica II) ter inkubirali eno uro pri sobni temperaturi. Po tem 
smo preparate trikrat sprali s po 750 µL 1× PBS in vmesno 5-minutno inkubacijo ter dodali 
DAPI (250 µL, 0.1 g/mL), ki smo ga pustili 7 minut. Krovna stekelca s celicami smo pri-
trdili na objektna s sredstvom za pritrjevanje ProlongGold.  
Ko so se stekelca posušila, smo jih analizirali s konfokalnim mikroskopom.  
 
3.2.4. NaDS-PAGE in prenos western 
 
Za kvantitativno oceno fosforiliranega in nefosforiliranega eIF2α v vzorcih smo uporabili 
metodi poliakrilamidne elektroforeze v prisotnosti NaDS (NaDS-PAGE) in prenos western.  
Začetni postopek smo izvedli enako kot za imunocitokemijo. Po inkubaciji z ustreznim stre-
sorjem smo ploščo prenesli na led in pobrali celotno frakcijo proteinov z uporabo 30 µL 
pufra RIPA, katerega sestava je zapisana v preglednici III.  
5 µL 6× nanašalnega pufra s DDT (100 mM) smo dodali vzorcem in 8 minut kuhali pri 100 
°C. Po 15 µL vsakega vzorca smo nanesli na 4–12-odstotne gradientne gele za NaDS PAGE 
(preglednica V). Preostanek vzorcev smo zamrznili pri –20 °C. Moč električnega toka smo 
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nastavili na 35 mA in pustili, dokler barvilo ni začelo zapuščati gela. Membrano smo sprali 
v destilirani vodi in pripravili sendvič za polsuh prenos western s pomočjo kompleta Trans-
Blot Turbo Transfer System. Prenos je trajal 12 minut pri električni napetosti 25 V in toku 
2,5 A. Proteine smo prenesli na nitrocelulozno membrano. Uspešnost prenosa smo preverili 
z barvilom Poncenau S, ki nespecifično barva proteine. Barvilo smo enkrat sprali z destili-
rano vodo in dvakrat z 1× TBST. Nato smo membrano eno uro inkubirali v 3 % mleku na 
sobni temperaturi in nato dodali primarna protitelesa proti eIF2α in proti eIF2α-p51, redčena 
v 3 % mleku, kot je opisano v preglednici I. Inkubirali smo čez noč pri 4 °C. Naslednji dan 
smo trikrat spirali z 1× TBST z vmesno petminutno inkubacijo. Membrani smo dodali se-
kundarna protitelesa Dylight, redčena v 3 % mleku (preglednica I), in stresali eno uro pri 
sobni temperaturi. Sledilo je spiranje membran (3× po 5 minut s TBST) in analiza na Che-
miDoc (BioRad) s programom ImageLab. 
Po analizi smo membrano potopili v raztopino za odstranjevanje proteinov (preglednica III) 
in inkubirali 15 minut. Potem smo preverili na ChemiDoc, ali je ostalo kaj protiteles na 
membrani. Če je bila prazna, smo nadaljevali s postopkom, drugače smo podaljšali inkuba-
cijo. Membrano smo dvakrat sprali s 3 % mlekom in dodali protitelesa proti GAPDH (pre-
glednica I) ter stresali eno uro pri sobni temperaturi. Sledilo je trikratno spiranje s TBST in 
vmesno petminutno inkubacijo. Nato smo dodali sekundarna protitelesa označena s HRP 
(preglednica I) in po eni uri stresanja izmerili kemiluminiscenco s ClarityTM Western Sub-
strate (BioRad).  
 
3.2.5. Merjenje viabilnosti celic  
 
S pomočjo kemikalije resazurin smo ocenili vpliv plazme in natrijevega arzenita na metabo-
lizem celic FlpIn SH-SY5Y-mScarletI-G3BP1-Myc. Pri testu opazujemo metabolizem re-
sazurina, ki se kaže v spremembi barve iz modre v rožnato in ga je mogoče kvantitativno 
ovrednotiti z merjenjem absorbance. Pretvorbe so zmožne le žive celice in zato lahko s tem 
posredno merimo viabilnost celic (61). 
Celice smo nasadili v 100 µL gojišča na ploščo s 96 vdolbinicami. V vsako vdolbinico smo 
nacepili 25 × 103 celic. 24 ur kasneje smo jih izpostavili plazmi, kjer smo uporabili 5-krat 
krajšo izpostavitev, saj je površina manjša v istem razmerju, in natrijevemu arzenitu. Izpo-
stavitev plazmi je trajala 5, 10, 20, 40, 80 in 160 sekund pri 2 in 3 SLM in sledila je dvourna 
inkubacija. Pri natrijevem arzenitu smo uporabili 0,15, 0,3, 0,5 in 1 mM koncentracijo za 1,5 
ure. Za kontrolo smo uporabili celice brez dodanega stresorja in pri plazmi še izpostavitev 
plinu, brez tvorbe plazme. Poleg tega smo merili tudi samo izpostavljeno gojišče brez celic, 
ki smo ga pri analizi uporabili za odstranitev ozadja. Pol ure po izpostavitvi smo opravili 
resazurinski test. 20 µL 0,4 
𝑚𝑔
𝑚𝐿
 raztopine resazurina smo dodali v vsako vdolbinico in merili 
absorbanco po 2, 3, 4, 5 in 24 urah. Pri arzenitu smo dodali še vmesno točko po eni uri. 
Absorbanco smo merili s pomočjo mikrotitrskega čitalca Tecan pri valovnih dolžinah 578 
nm in 630 nm. Poskuse smo trikrat ponovili in normalizirali na netretirane celice.  
Vpliv plazme in arzenita na viabilnost celic smo opazovali tudi s štetjem celic v mitozi, 
apoptozi in nekrozi. Pri tem smo uporabili najučinkovitejše pogoje za tvorbo SG. Šteli smo 
odstotek celic v posameznemu stanju glede na celotno število. Pri tem smo opazovali jedra, 
ki smo jih pobarvali z DAPI, in opazovali njihovo obliko.  
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3.2.6. Slikovna analiza in statistika 
 
Vse poskuse za statistično analizo smo naredili v duplikatih in jih trikrat ponovili.  
Slikovno analizo smo opravili s programom ImageJ s pomočjo programskih dodatkov. Pri 
vsakem poskusu za slikovno analizo smo s konfokalnim mikroskopom zajeli 30 slik, od ka-
terih je 15 pripadalo enemu duplikatu in 15 drugemu. Za statistično analizo, koliko odstotkov 
celic izkazuje SG pri posamezni izpostavitvi, smo uporabili orodje za štetje celic. Za po-
drobnejšo analizo SG, kjer smo opazovali število SG, posamezno in skupno velikost ter ve-
likost celice, smo uporabili dodatek za opazovanje SG (ang. SG counter). Pri tem smo para-
metre nastavili na število glajenj: 30, število glajenj po odštevanju: 3, prag določitve: 2000, 
min. velikost delca: 1, max velikost delca: 1000, okroglost: 0.6. Rezultati so podani kot pov-
prečja z določeno standardno napako (±SEM). Morebitno statistično značilnost razlik med 
povprečji smo testirali  z dvosmerno analizo variance (ANOVA) in Dunnetovim testom kot 
primerjavo po analizi. Kot statistično signifikantno smo označili p-vrednost <0,05. 
Analizo rezultatov prenosa western smo izvedli s programom ImageJ. Vsak poskus smo iz-
vedli trikrat in analizirali povprečja rezultatov. Te smo normalizirali na pozitivno kontrolo 
(s plazmo in brez zaviralca).   
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V sklopu magistrske naloge smo preučevali zgodnji vpliv plazme na sesalske celice. Podrob-
nejši mehanizmi zgodnjega delovanja plazme še niso dobro raziskani. Njihovo razumevanje 
lahko zagotovi varnejšo uporabo plazme v medicinske namene.  
 
4.1. Hladna atmosferska plazma sproži nastanek SG v stabilni celični linji 
FlpIn SH-SY5Y-mScarletI-G3BP1-Myc 
 
Celična linija FlpIn SH-SY5Y-mScarletI-G3BP1-Myc omogoča inducibilno izražanje pro-
teina G3BP1, ki je nujno potreben za nastanek SG. V diplomski nalogi smo dokazali, da je 
linija primerna za opazovanje dinamike SG. Celice smo izpostavili 0,5 mM natrijevemu 
arzenitu in jih označili s protitelesi proti PABP. Protein PABP je sestavni del sredice SG in 
pogosto uporabljen označevalec njihovega nastanka. Ugotovili smo, da je po izpostavitvi 
fuzijski protein mScarletI-G3BP1-Myc ko-lokaliziral s proteinom PABP v nastalih citopla-
zemskih granulah. S tem smo potrdili, da so nastale granule dejansko SG (60).  
Celično linijo smo želeli preizkusiti tudi za druge stresorje, da vidimo, ali je širše uporabna 
za opazovanje SG. Poleg natrijevega arzenita so SG nastale tudi v celicah, ki so bile izpo-
stavljene sorbitolu (Slika 3 a). Največ SG je nastalo pri uporabi 0.8 M sorbitola in inkubaciji 
1,5 ure. Za razliko od sorbitola SG niso nastale pri nobenem pogoju z vodikovim peroksidom 
(Slika 3b).  
 
 
Slika 3: Tvorba SG v celicah FlpIn SH-SY5Y-mScarletI-G3BP1-Myc pri uporabi a) sorbitola in 
b) vodikovega peroksida (H2O2).  SG so nastale pri vseh uporabljenih koncentracijah sorbitola (0.4, 
0.6, 0.8 M) in 1,5-urni inkubaciji. Pri vodikovemu peroksidu nismo zaznali opaznejših razlik s kon-
trolo pri nobenem pogoju. Preparate smo pripravili po 1-urni inkubaciji. Z rdečo barvo je označen 
fuzijski protein mScarletI-G3BP1-Myc in z modro so obarvana jedra. Slike so zajete pri 63-kratni 
povečavi. Z belimi puščicami so označene SG. Velikost merila je 10 µm. 
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Videli smo, da so celice uspešen model za opazovanje dinamike SG, zato smo jih izpostavili 
delovanju plazme. Sprva smo preizkusili pogoje, ki jih navadno uporabljajo pri poskusih s 
plazmo. Celice smo izpostavili različnim parametrom dodajanja plazme (čas tretmaja: 20 s 
in 40 s, pretok plina: 1, 2, 3 in 4 SLM). 24 ur po dodatku plazme smo jih fiksirali in opazovali 
nastanek SG (Slika 4). SG smo opazili le v majhnem številu celic. Največ nastalih struktur 
smo opazili pri pretokih 2 in 3 SLM. Opazili smo tudi, da se je veliko celic odlepilo iz krov-
nih stekelc in se je spremenila njihova morfologija. SG so dinamični organeli, ki začno raz-





Slika 4: Celice FlpIn SH-SY5Y-mScarletI-G3BP1-Myc 24 ur po uporabi plazme. Celice smo izpo-
stavili različnim pretokom: 1, 2, 3 in 4 SLM in časom tretmaja: 20 s in 40 s. Fuzijski protein mScar-
letI-G3BP1-Myc je označen z rdečo barvo, z modro pa so pobarvana jedra. Slike so posnete pod 63-
kratno povečavo. Z belimi puščicami so označene SG. Velikost merila je 10 µm.    
Z začetnim poskusom smo videli, da plazma povzroči tvorbo SG. Nato smo želeli poiskati 
optimalne pogoje za njihovo tvorbo. Zato smo čas inkubacije zmanjšali na običajno uporab-
ljenega v raziskavah SG. Preparate smo pripravili 2 uri (Slika 5 a) oziroma 4 ure (Slika 5 b) 
po dodatku plazme. Več SG je pri primerljivih pogojih nastalo pri krajši inkubacijski dobi. 
Za kritična sta se izkazala tudi pretok in čas trajanja. Največ SG je nastalo pri pretokih 2 in 
3 SLM. 4 SLM in daljši časi izpostavitve (60 s, 80 s) so izkazali toksične lastnosti, saj so se 
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zmanjšale adhezivne lastnosti celic, kar se je kazalo v manjšem številu celic, prilepljenih na 
podlago. Nižji pretok (1 SLM) ni sprožil nastanka SG v večjem odstotku celic.  
Nato smo želeli določiti najboljše pogoje za nastanek granul (Slika 6). Celice smo izpostavili 
različnim pogojem. Pri tem smo za najdaljšo inkubacijsko dobo izbrali 2 uri, ki se je izkazala 
za boljšo od 4 ur, in čase izpostavitve krajše od 40 s, ker je v prejšnjih poskusih prišlo do 
manjšega odlepljanja celic. Osredotočili smo se na pretoka 2 SLM in 3 SLM. Ugotovili smo, 
da je najboljši pogoj za nastanek SG uporaba pretoka 3 SLM in izpostavitev 20 s s sledečo 
dvourno inkubacijo (Slika 6 a). Ugotovitev smo podprli s slikovno analizo in statistično 
obdelavo podatkov (Slika 6 b). SG so začele nastajati eno uro po dodatku plazme in njihovo 
število se je povečevalo z daljšanjem inkubacije. Po enourni inkubaciji ni prišlo do 
signifikantne razlike v številu celic s SG med 2 in 3 SLM. Pri obeh so SG nastale v 6–8 % 
celic. Razlika se je povečala po 2 urni inkubaciji, kjer se je število pri pretoku 3 SLM več 




Slika 5: Celice FlpIn SH-SY5Y-mScarletI-G3BP1-Myc 2 oziroma 4 ure po plazemski izpostavitvi. 
Celice smo izpostavili različnim pretokom in časom dodajanja plazme. Inkubirali smo jih a) 2 uri in 
b) 4 ure. Fuzijski protein mScarletI-G3BP1-Myc je označen z rdečo barvo in z modro so pobarvana 
jedra. Slike so posnete pod 63-kratno povečavo. Z belimi puščicami so označene SG. Velikost merila 
je 10 µm.    
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Slika 6: Celice FlpIn SH-SY5Y-mScarletI-G3BP1-Myc 0,5–2 uri po plazemskem tretmaju.               
a) Celice smo izpostavili različnim pretokom in časom izpostavitve. Preizkusili smo krajše čase in-
kubacije, da bi videli, kdaj se začnejo tvoriti SG. Do tega je prišlo eno uro po dodatku plazme. Naj-
boljši pogoj za tvorbo sta 2 in 3 SLM, 20s izpostavitev in dvourna inkubacija. b) Slikovna analiza je 
pokazala, da tretma s pretokom 3 SLM povzroči dvakrat večji odziv celic kot 2 SLM. Fuzijski protein 
mScarletI-G3BP1-Myc je označen z rdečo barvo, z modro pa so pobarvana jedra. Slike so posnete 
pod 63-kratno povečavo. Z belimi puščicami so označene SG. Velikost merila je 20 µm.    
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4.2. Učinkovitost plazme pri tvorbi SG v celični populaciji je bolj podobna 
učinkovitosti sorbitola, medtem ko je učinek na dinamiko tvorbe SG bolj 
podoben natrijevemu arzenitu 
 
Učinek plazme na tvorbo SG smo primerjali z učinkom sorbitola in natrijevega arzenita 
(Slika 7). Natrijev arzenit je sprožil nastanek SG v največjem številu celic, in sicer v 90 % 
(Slika 7 a,b). Sorbitol je sprožil nastanek SG v eni tretjini celic. Pri plazmi se odstotek celic 
s SG razlikuje glede na uporabljen pretok, kar se sklada s prej dobljenimi slikami. Pri pretoku 
3 SLM je bila učinkovitost tvorbe približno enaka sorbitolu (Slika 7 b), medtem ko je bila pri 
2 SLM polovico manj uspešna. Naredili smo tudi podrobnejšo analizo dinamike SG. Pri 
primerjanju števila SG/celico smo ugotovili, da pri najboljših pogojih plazma izzove tvorbo 
podobnega števila SG kot natrijev arzenit (Slika 7 c). Za razliko je pri sorbitolu v povprečju 
nastalo veliko manj SG/celico. Največ celic je imelo 1–4 SG/celico, medtem ko se je ta 
številka v primeru drugih dveh stresorjev povišala na 5–10 SG/celico, pri čemer so nekatere 
imele tudi več kot 10 SG/celico, česar pri sorbitolu nismo opazili. Pri nižjem pretoku plazme 
je bila razporeditev števila celic po 2 urah podobna razporeditvi 3 SLM po 1 uri. Celice so 
imele bolj razpršeno razporeditev z večjim odstotkom pri manjših številih SG.  
 
Slika 7: Statistična analiza primerjave učinkov plazme, sorbitola in natrijevega arzenita na celice. 
Opravili smo slikovno analizo celic, pri kateri smo primerjali nastanek SG po izpostavitvi plazmi, 
natrijevemu arzenitu in sorbitolu. Primerjali smo odstotek celic s SG glede na vrsto stresa. Pri a) smo 
uporabili plazmo: 2 SLM, 20s, 2 uri inkubacije in pri b) plazmo: 3 SLM, 20s, 2 uri inkubacije. Pri 
obeh poskusih smo vpliv primerjali z 0,5 mM natrijevim arzenitom in 0,8 M sorbitolom. c) Analiza 
števila SG/celico pri posameznih pretokih in časih inkubacije plazme (prve štiri vrstice), 0,5 mM 
natrijevim arzenitom (5. stolpec) in 0,8 M sorbitolom (6. stolpec). *p<0.5, **p<0.01 and ***p<0.001 
smo označili za signifikantne. Podatki so predstavljeni kot povprečje +/- SEM. 
C) 
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Značilnosti SG se razlikujejo glede na uporabljen stresor tako po mehanizmu kot po drugačni 
morfologiji (48). S podrobnejšo analizo smo opazovali velikost posamezne SG, skupno ve-
likost in velikost celice (Slika 8). Vse parametre smo primerjali s številom SG/celico. Analizo 
smo izvedli s programom ImageJ za vse tri vrste stresa: plazma (Slika 8 a-d), natrijev arzenit 
(Slika 8 e) in sorbitol (Slika 8f). Relativna velikost vseh SG (2. stolpec) glede na število SG 
v celici narašča pri vseh treh stresorjih. Pri plazmi (3 SLM, 20s, 2 uri inkubacije) se večje 
naraščanje velikosti začne v območju 5–10 SG/celico, kjer pride do primerljivih velikosti z 
natrijevim arzenitom. Pri tem se velikost posamezne SG ne spreminja z naraščanjem njiho-
vega števila. Tu je plazma bolj podobna sorbitolu, saj pri natrijevem arzenitu opazimo padec 
velikosti. Na koncu se velikost ustali pri približno polovico večji do podobni vrednosti, kot 
jo ima plazma, medtem ko pri sorbitolu ostane za polovico manjša. Izmed vseh treh je le 
sorbitolu prišlo do padca velikosti celice glede na povečanje števila SG, kar je verjetno po-
vezano s konstantno velikostjo SG. Tako pri plazmi kot natrijevem arzenitu je velikost celice 
naraščala v odvisnosti od števila SG, čeprav manj opazno pri arzenitu. Rezultati prikazujejo 
večjo podobnost vpliva plazme in natrijevega arzenita v primerjavi s sorbitolom. Oksidativni 
stres je verjetno najmočnejši aktivator nastanka SG. Vseeno pa podobnosti s sorbitolom 
predstavljajo možnost, da je v mehanizem nastanka vpletena tudi katera druga vrsta stresa.  
Čerček U., Vpliv hladne atmosferske tlačne plazme na tvorbo stresnih granul v izbrani stabilni ce-




Slika 8: Kvantitativna analiza celic s SG. Celice smo izpostavili a) plazmi s pretokom 2 SLM in b) 
3 SLM po 1 uri inkubacije, c) 2 SLM in d) 3 SLM po 2 urah inkubacije, e) 0,5 mM natrijevemu 
arzenitu in f) 0,8 M sorbitolu . Izpostavitev pri e) in f) je trajala 1,5 ure. V prvem stolpcu je predstav-
ljena relativna velikost SG/celico, v drugem relativna velikost vseh SG/celico in tretjem relativna 
velikost celice. Vsi parametri so predstavljeni v odvisnosti od števila SG/celico. Podatki so predstav-
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4.3. Dodatek plazme povzroči nastanek SG, vendar ne sproži celične smrti 
 
V prejšnjih poskusih smo ugotovili, da tako arzenit kot plazma sprožita povečanje relativne 
velikosti celic in spremenita njihovo morfologijo v bolj okroglo obliko glede na kontrolo, 
kar bi lahko kazalo na njuno toksičnost. Njun vpliv na viabilnost celic smo preverili z re-
sazurinskim testom. Test smo opravili pri izpostavitvi plazmi s pretokom 2 SLM (Slika 9 a) 
in 3 SLM (Slika 9 b) v primerjavi z natrijevim arzenitom (Slika 9 c). Dodatno smo opravili 
še analizo nekroze in apoptoze v celicah po dodatku plazme (3 SLM) in natrijevega arzenita 
(0,5 mM) (Slika 9 d). Pretok plazme 2 SLM je zmanjšal metabolično aktivnost celic bolj kot 
3 SLM. Pri obeh pretokih se je po 24 urah aktivnost celic povrnila. Pri 3 SLM je prišlo do 
najmanj 70 % regeneracije metabolične aktivnosti pri vseh časih tretmaja, pri najnižjih treh 
celo do 100 %. Pri 2 SLM je prišlo do manjše regeneracije. Na netoksičnost tretmaja s 3 
SLM kaže tudi analiza apoptoze/nekroze. Če upoštevamo statistično napako, do povišanja 
teh dveh dogodkov v primerjavi s kontrolo ni prišlo. Nasprotno smo opazili pri uporabi na-
trijevega arzenita. Pri vseh koncentracijah smo zaznali začetno povišanje metabolične aktiv-
nosti, ki pa je po 24 urah padla za 40 % začetne vrednosti. Natrijev arzenit se je za toksičnega 
izkazal tudi po analizi apoptoze/nekroze, saj se je število celic v teh fazah 1,5 ure po tretmaju 
signifikantno povečalo.  
 
Slika 9: Metabolična aktivnost celic in ocena nekroze/apoptoze po izpostavitvi plazmi in natrije-
vim arzenitom. Resazurinski test smo opravili pri celicah, izpostavljenih plazmi 2, 4, 8, 12 in 16 s 
pri pretoku a) 2 SLM in b) 3 SLM ter različnim koncentracijam c) natrijevega arzenita. d) Analizo 
nekroze/apoptoze smo opravili z opazovanjem oblike obarvanih jeder. Podatki so predstavljeni kot 
povprečje +/- SEM. 
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4.4. Plazma sproži nastanek SG preko od eIF2α odvisne poti 
 
Natančen mehanizem, kako plazma vpliva na celične procese, še ni povsem pojasnjen. Pla-
zma naj bi glavni učinek na celice imela preko nastanka RONS, katerih posledica je pojav 
oksidativnega stresa (11). V prejšnjih poskusih smo pokazali podobnost delovanja plazme z 
natrijevim arzenitom, pri katerem SG nastanejo preko od eIF2 odvisne poti (47). Zaradi po-
dobnosti smo se odločili, da bomo preverili, ali nastanek SG pri plazmi poteka preko enakega 
mehanizma. To smo preverili z uporabo ISRIB, specifičnega zaviralca od eIF2 odvisne poti, 
ki zavre nastanek SG navzdol od fosforilacije eIF2α (57).  
Zaviralec smo celicam dodali eno uro pred izpostavitvijo. Za kontrolo delovanja smo upo-
rabili 0,5 mM natrijev arzenit, pri katerem bi ISRIB moral zavreti nastanek SG (Slika 10). 
Preizkusili smo različne koncentracije zaviralca in s slikovno analizo ugotovili, da ISRIB 
zmanjša število celic s SG že pri najmanjših koncentracijah (Slika 10 a,b). Vseeno tudi pri 
največji koncentraciji ni prišlo do popolne inhibicije. Število celic s SG se je zmanjšalo samo 
za približno 70 % oziroma na 
1
4
 začetne vrednosti. ISRIB ne vpliva le na število celic, ki 
izražajo SG. Prišlo je tudi do zmanjšanja števila SG/celico (Slika 10 c). Tako je iz povprečnih 
5–7 SG/celico število upadlo na 2–4. Spremenila se je tudi njihova relativna velikost (Slika 
10 d). Pri celicah brez dodanega zaviralca se je velikost SG zmanjševala s številom SG/ce-




 najvišje vrednosti brez ISRIB.  
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Slika 10: Vpliv ISRIB na tvorbo SG po dodatku natrijevega arzenita. a) Celicam smo dodali zavi-
ralec ISRIB v razponu 125 nM - 2 µM eno uro pred dodatkom natrijevega arzenita (0,5 mM). S 
programom Image J smo analizirali b) odstotek celic s SG, c) število SG/celico in d) relativno veli-
kost SG/celico pri celicah brez zaviralca in pri najvišji koncentraciji zaviralca. Podatki so predstav-
ljeni kot povprečje +/- SEM. Fuzijski protein mScarletI-G3BP1-Myc je označen z rdečo barvo, z 
modro pa so pobarvana jedra. Slike so posnete pod 63-kratno povečavo. Z belimi puščicami so ozna-
čene SG. Velikost merila je 10 µm.    
Po uspešni uporabi ISRIB na že ustaljenem modelu smo ga preizkusili tudi za zaviranje na-
stanka SG pri dodatku plazme (3 SLM, 20s, 2 uri inkubacije) (Slika 11). Slikovna analiza je 
pokazala, da ISRIB uspešno zavre nastanek SG. Že pri uporabi najnižje koncentracije je 
število celic s SG upadlo za 40 % glede na kontrolo (Slika 11 a,b). Inhibicija pri najvišji 
koncentraciji je bila bolj uspešna kot pri natrijevem arzenitu, saj je število pri 2 µM ISRIBU 
upadlo za 7-krat, in sicer iz 27 % na 4 %. Tako kot pri natrijevem arzenitu se je zmanjšalo 
tudi število SG v celici (Slika 11 c). Iz povprečja 5–6 SG/celico je to padlo na 2–3. Za razliko 
od natrijevega arzenita pa je pri relativni velikosti SG, po dodatku zaviralca, prišlo do pada-
nja pri večjem številu SG/celico (Slika 11 d). Iz dobljenih rezultatov je razvidno, da ISRIB 
uspešno zavre nastanek SG in ker je selektivni inhibitor od eIF2α odvisne poti lahko skle-
pamo, da nastanek SG po aplikaciji plazme poteka po tej poti.  
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Slika 11: Vpliv ISRIBa na tvorbo SG po uporabi plazme. a) Celicam smo dodali zaviralec ISRIB v 
razponu 125 nM - 2 µM eno uro pred dodatkom plazme (3SLM, 20 s). S programom Image J smo 
analizirali b) odstotek celic s SG, c) število SG/celico in d) relativno velikost SG/celico pri celicah 
brez in pri najvišji koncentraciji zaviralca. Podatki so predstavljeni kot povprečje +/- SEM. Fuzijski 
protein mScarletI-G3BP1-Myc je označen z rdečo barvo, z modro pa so pobarvana jedra. Slike so 
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4.5. Zaviranje tvorbe SG, ki ga povzroči ISRIB, je vidno v zmanjšani ravni 
p-eIF2α 
 
Z metodo prenosa western smo želeli preveriti, ali zaviranje nastanka SG povzroči tudi zni-
žanje ravni p-eIF2α. Sprva smo testirali specifičnost protiteles proti eIF2α in proti p-eIF2α 
(Slika 12). Za sprožitev stresa smo uporabili natrijev arzenit, saj je znan aktivator od eIF2α 
odvisne poti. Vse slike smo posneli pri enakih pogojih. Pri uporabi protitelesa proti p-eIF2α 
smo dobili signal samo pri celicah, ki smo jim dodali natrijev arzenit, saj se tam aktivira od 
eIF2α odvisna pot. Pri celicah brez dodanega stresorja smo dobili nekaj ozadja, ki pa je ve-




Slika 12: Specifičnost protiteles proti eIF2α in p-eIF2α. Celice smo barvali s protitelesi proti eIF2α 
in p-eIF2α. Pri stresiranih celicah je prišlo do sprožitve od eIF2α odvisne poti, saj je detekcija s 
protitelesom proti p-eIF2α dala signal. Fuzijski protein mScarletI-G3BP1-Myc je označen z rdečo 
barvo, z modro pa so pobarvana jedra. Z zeleno so obarvana protitelesa proti eIF2α in p-eIF2α. Slike 
so posnete pod 63-kratno povečavo. Z belimi puščicami so označene SG. Velikost merila je 20 µm. 
Protitelesa smo nato uporabili za analizo s prenosom western. Testirali smo celice, izpostav-
ljene 0,5 mM natrijevemu arzenitu (1,5 ure inkubacije) in plazmi (3 SLM, 20 s, 2 uri inku-
bacije), ki smo jih pred tem eno uro inkubirali v gojišču z različno koncentracijo ISRIBa 
(125 nM, 250 nM, 500 nM, 1 µM in 2 µM). Rezultate smo analizirali s programom ImageJ 
in jih normalizirali na koncentracijo referenčnega proteina GAPDH. Raven p-eIF2α po do-
datku natrijevega arzenita upada z naraščajočo koncentracijo zaviralca (Slika 13 a,b). Skla-
dno z upadom fosforiliranega proteina narašča nefosforiliran eIF2α. To pokaže razmerje p-
eIF2α/ eIF2α, kjer pride do skoraj 90-odstotnega padca ravni p-eIF2α pri najvišji koncentra-
ciji ISRIBa (Slika 13 c).   
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Slika 13: Analiza fosforilacije eIF2α s prenosom western po dodatku natrijevega arzenita. ISRIB 
zmanjšuje raven fosforiliranega proteina v celicah FlpIn SH-SY5Y. a) Prenos western celic z doda-
nim ISRIB in 0,5 mM natrijevim arzenitom. b) Analiza rezultatov prenosa western s programom 
ImageJ, ki je pokazala padec ravni p-eIF2α z naraščajočo koncentracijo inhibitorja. Količina ne-
fosforiliranega eIF2α je pri istih koncentracijah naraščala. c) Razmerje med ravnjo p- eIF2α in eIF2α. 
Podatki so predstavljeni kot povprečje +/- SEM. 
Do znižanja ravni p-eIF2α je prišlo tudi pri plazmi (Slika 14), vendar je bil padec manjši v 
primerjavi z natrijevim arzenitom. Nivo nefosforiliranega proteina pri tem ni naraščal. Po-
sledično je prišlo do manjšega padca razmerja p-eIF2α / eIF2α, saj je pri največji koncentra-
ciji zaviralca upadel le za 40 % v primerjavi z 90-odstotnim zmanjšanjem pri natrijevem 
arzenitu. Vseeno je razlika v fosforilaciji statistično značilna glede na kontrolo. Opazna je 
tudi razlika v intenziteti signala izraženih proteinov. Po izpostavitvi natrijevemu arzenitu je 
intenziteta signala skoraj dvakrat višja kot pri plazmi.  
ISRIB deluje navzdol od fosforilacije eIF2α in naj ne bi vplival na raven p-eIF2α (58). Naši 
rezultati pa kažejo, da vseeno pride do zmanjšane ravni fosforiliranega proteina. Najverjet-
neje je prisoten še neznani mehanizem, ki preko negativne povratne zanke vpliva na raven 
izražanja.  
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Slika 14:Analiza fosforilacije e-IF2α s prenosom western po tretmaju s plazmo. ISRIB zmanjšuje 
raven fosforiliranega proteina v celicah FlpIn SH-SY5Y. a) Prenos western celic z dodanim ISRIB 
in plazmo (3 SLM, 20 s, 2 uri inkubacije). b) Analiza rezultatov prenosa western s programom Ima-
geJ, ki je pokazala zmanjšanje signala za p-eIF2α z naraščajočo koncentracijo zaviralca. Obratno je  
količina nefosforiliranega eIF2α naraščala. c) Razmerje med p-eIF2α in eIF2α. Podatki so predstav-
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Plazma ima različne vplive na evkariontske celice. Največkrat govorimo o povečani proli-
feraciji oziroma na drugi strani sprožitvi apoptoze (11). Odziv celic je odvisen od časa do-
vajanja plazme, pretoka plina in celične vrste. Pri nižjih časih najpogosteje pride do prolife-
racije celic, medtem ko se pri zmernih časih pojavi senescenca in pri visokih sproži apoptoza 
(9,18). Večina raziskav se osredotoča na dolgotrajnejše učinke plazme (opazovanje po 24 
urah), ko so opaznejši vplivi, pomembni pri medicinskih raziskavah. Kako pa plazma deluje, 
takoj ko pride v stik s sesalskimi celicami, za zdaj ostaja še neraziskano področje. Zato smo 
se v sklopu magistrske naloge osredotočili na nastanek SG, kar je najzgodnejši odziv celic 
na stres. S pomočjo stabilne celične linije FlpIn SH-SY5Y-mScarletI-G3BP1-Myc smo opa-
zovali vpliv plazme na njihov nastanek. Rezultati prikazujejo prvo razlago dinamike na-
stanka SG po dodatku plazme, njihove značilnosti in kažejo na najverjetnejši mehanizem 
nastanka, ki pa ni nujno edini prisoten v celicah. 
Stabilna celična linija ima vstavljen zapis za protein G3BP1, ki je sestavni protein sredice 
SG. Nastanek SG se začne z začetno oligomerizacijo proteinov G3BP1 in TIA-1. Ker je 
G3BP1 v SG prisoten že na samem začetku, je primeren za opazovanje dinamike njihovega 
nastanka (62). Pri njegovi uporabi je problematično dolgotrajno povečano izražanje proteina, 
saj se lahko začne pretirana samo-oligomerizacija, ki vodi do toksičnih produktov (47). Pri 
stabilni celični liniji je izražanje proteina pod inducibilnim nadzorom, kar zmanjša njegovo 
količino v primerjavi z vnosom s transfekcijo in zmanjša možnost nastanka toksičnih agre-
gatov. Dokazali smo, da so citoplazemske granule, ki nastanejo v pripravljeni liniji FlpIn po 
izpostavitvi natrijevemu arzenitu, dejansko SG, saj ko-lokalizirajo s proteinom PABP, ki je 
znani označevalec SG (60). Za tvorbo SG v celicah FlpIn SH-SY5Y smo preizkusili tudi 
druge sprožilce stresa. Sorbitol, ki povzroči osmotski stres, je sprožil njihov nastanek. Naj-
boljši odziv smo dobili pri koncentraciji 0,8 M in 1,5-urni inkubaciji. Nasprotno od natrije-
vega arzenita in sorbitola pa vodikov peroksid, ki je znani povzročitelj oksidativnega stresa, 
ni sprožil nastanka SG. Delovanje vodikovega peroksida je odvisno od koncentracije kemi-
kalije in celične linije. V nekaterih primerih spodbudi nastanek SG, vendar ga lahko tudi 
prepreči (47). V našem primeru do nastanka SG ni prišlo tudi pri najvišjih koncentracijah. 
Vodikov peroksid torej ne povzroči nastanka SG v celični liniji FlpIn SH-SY5Y. 
Nato smo na izbrani celični liniji opazovali vpliv plazme na nastanek SG. Plazma proizvaja 
veliko različnih kratko- (OH-, O-, vzbujeni O) in dolgoživih (O3, NO, NO2, H2O2) RONS ter 
nabitih delcev, ki se v stiku z medijem pretvorijo v dodatne RONS (5,8). Te v celici sprožijo 
oksidativni stres, ki je običajno povezan z nastankom SG. Ugotovili smo, da plazma sproži 
nastanek SG v celicah FlpIn SH-SY5Y-mScarletI-G3BP1-Myc. Ker so učinki plazme odvi-
sni od tipa naprave (2,9), smo optimalne pogoje določili eksperimentalno. Sprva smo preiz-
kusili pogoje, ki jih navadno uporabljajo v raziskavah. Spreminjali smo pretok plina in čas 
izpostavitve, tako kot je navedeno v metodah. Pri začetni inkubaciji 24 ur po dodatku plazme 
smo opazili nastanek SG le v majhnem številu celic in pri nižjih pretokih. Plazma sproži 
aktivacijo celic 10–20 s po začetku izpostavitve. Aktivacija v tem primeru pomeni, da so 
celice bolj dovzetne za vnos okoliških snovi. Začetna povečana občutljivost je hiter odziv 
celice na plazmo, ki se s časom začne zmanjševati. Pet ur po dodatku plazme preidejo celice 
v fazo zmanjšane občutljivosti (63). Zmanjšana občutljivost in koncentracija RONS najver-
jetneje vplivata na to, da po 24 urah nismo opazili velikega števila celic s SG. Razlog je tudi 
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dinamičnost nastanka in razpada SG, ki se dogaja v krajših časovnih obdobjih (48). Do točke 
opazovanja so nastale SG verjetno že razpadle. Zato smo čas inkubacije skrajšali na 2 uri. 
Primerjali smo odziv celic na različne izpostavitve (čas, pretok) z inkubacijo 0,5–4 ure. Ugo-
tovili smo, da največ celic tvori največje in najštevilčnejše SG pri dvourni inkubaciji. SG 
nastanejo že eno uro po dodatku plazme, vendar so takrat manj številčne in manjše. Pri 4 
urah SG že začnejo razpadati in so manj pogoste, kar kaže, da v celicah verjetno pride do 
zmanjšanja občutljivosti že pred petimi urami inkubacije. Na izražanje SG sta vplivala tudi 
čas izpostavitve in pretok plina. Najbolj optimalni pogoji za tvorbo SG so se izkazali pri 
pretoku 2 in 3 SLM in 20s izpostavitvi. Pri medsebojni primerjavi se je za uspešnejšega 
izkazal pretok 3 SLM, saj je pri enakih pogojih sprožil nastanek SG v dvakrat več celicah 
kot 2 SLM. Pri višjih pretokih (4 SLM) in časih tretmaja (60, 80 s) je prišlo do odlepljanja 
celic in povečane celične smrti. Viabilnost celic se pri neposredni uporabi po 60s izpostavitvi 
zmanjša na 20 %. S podaljševanjem časa izpostavitve se zvišuje raven RONS, ki se pri časih 
nad 60 s dvigne nad toksično pražno vrednost in povzroči prehod celic v nekrozo in apoptozo 
(3, 7, 62). Ti podatki razložijo povečano celično smrt pri naših poskusih, hkrati pa se skladajo 
z našimi poskusi viabilnosti. Metabolizem celic se je zmanjševal z daljšanjem časa izposta-
vitve. Po 4–5 urah inkubacije je prišlo do obnovitve metabolizma, verjetno zaradi zmanjša-
nja koncentracije RONS in zmanjšane celične občutljivosti. Pri merjenju aktivnosti metabo-
lizma celic smo opazili razliko med pretokoma 2 in 3 SLM. Večjo toksičnost je izkazal nižji 
pretok. Najverjetneje pride pri 2 SLM do večje tvorbe RONS. Ker je pretok nižji, se plin 
počasneje premika in ima več časa, da pride do stika z električnim poljem in posledično 
večjega nastanka RONS. Vseeno je potreben zadosten pretok, da ne pride do prepočasne 
tvorbe spojin, kot se je najverjetneje zgodilo pri 1 SLM, kjer celice niso imele drugačne 
morfologije kot kontrola. Pri višjih pretokih pa pride do odlepljanja celic zaradi mehanske 
sile.  
Najbolj učinkovit pogoj za tvorbo SG pri plazmi je pretok plina 3 SLM, čas izpostavitve 20 
s in dvourna inkubacija. Isti čas se je izkazal za učinkovitega pri zdravljenju ran na mišjih 
modelih, kjer so uporabljali plazemsko šobo z argonsko plazmo (41). Običajno sta najpogo-
stejša pojava pri zdravljenju ran s plazmo celična senescenca in zmanjšana celična delitev 
(11, 25, 27). To bi lahko povezali z nastankom SG. Te nastanejo kot odgovor na stres in 
ustavijo prevajanje proteinov v celicah, dokler celica ne preide neugodnih pogojev (48). Ti 
pogoji bi tako ustrezali učinkom pospešenega celjenja ran pri primerljivih pogojih.  
SG običajno nastanejo kot odziv celice na različne stresorje, kjer je nastanek in videz granul 
za vsakega specifičen (48). Ker plazma povzroči nastanek različnih RONS, smo želeli na-
stale SG primerjati z znanim sprožiteljem oksidativnega stresa: natrijev arzenit (0,5 mM). 
Za dodatno primerjavo smo vzeli sorbitol (0,8 M), ki sproži osmotski stres. Kot pričakovano 
je odziv celic na delovanje plazme bolj podobno natrijevemu arzenitu kot sorbitolu, kar kaže, 
da je glavni celični stres verjetno oksidativni stres. Vseeno je odziv v nekaterih pogledih 
podoben tudi osmotskemu stresu. Plazma sproži nastanek SG v podobnem številu celic kot 
sorbitol, medtem ko je natrijev arzenit veliko močnejši induktor, saj je odstotek celic dvakrat 
večji kot pri ostalih dveh. Pri podrobnejši analizi SG smo ugotovili, da so ostale značilnosti 
plazme bolj podobne natrijevemu arzenitu (število SG/celico, skupna velikost SG, relativna 
velikost celice). Velikost SG je pri plazmi manjša kot pri natrijevem arzenitu, vendar vseeno 
večja kot pri sorbitolu. Razlog za manjšo velikost SG je najverjetneje v tem, da ne pride do 
sekundarnega združevanja SG, ko se več manjših granul združi v večje. To je značilen pojav 
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pri oksidativnem stresu (62). Prav tako se pojavi tudi razlika pri metabolični aktivnosti celic. 
Natrijev arzenit sproži veliko močnejši odziv, ki se kaže v povečani apoptozi in nekrozi celic 
in ne pride do regeneracije metabolične aktivnosti, tako kot se to zgodi pri plazmi. Razlike 
v delovanju plazme in natrijevega arzenita kažejo na to, da je poleg oksidativnega stresa 
prisotna še katera druga oblika. Iz rezultatov bi lahko sklepali na prisotnost osmotskega 
stresa, verjetno pa k odzivu prispevajo tudi druge vrste, kot je stres endoplazemskega reti-
kuluma preko denaturacije proteinov, ki so ga zaznali pri izpostavitvi kvasovk plazmi (64). 
V literaturi je v povezavi z delovanjem plazme in biološkim učinkom največkrat omenjen 
vodikov peroksid (5,11). V sklopu začetnih poskusov smo pokazali, da na pripravljeni ce-
lični liniji ne izzove nastanka SG. To kaže, da imajo pri biološkem odzivu pomembno vlogo 
druge ROS.                       
Med sintezo proteinov morajo mRNK preiti dve nadzorni točki translacije. Prva je pod nad-
zorom mehanistične tarče rapamicina (mTOR) in druga je pri nastanku kompleksa 
eIF2/GTP/tRNKi
Met, ki je odvisen od fosforilacije eIF2α. SG nastanejo, ko stres sproži spre-
membe v eni izmed nadzornih točk. Najpogosteje pride do aktivacije od eIF2α odvisne poti, 
kjer pride do fosforilacije proteina eIF2α (48). V sklopu magistrske naloge smo pokazali, da 
plazma sproži nastanek SG po od eIF2α odvisni poti, tako kot je to značilno za oksidativni 
stres preko natrijevega arzenita. Mehanizem smo preučevali s pomočjo majhne molekule 
ISRIB, ki je selektivni zaviralec poti in deluje navzdol od fosforilacije eIF2α ter tako zavira 
učinek vseh kinaz eIF2α (57). ISRIB je uspešno zavrl nastanek SG tako po izpostavitvi na-
trijevimu arzenitu kot plazmi. Učinek je bil večji pri plazmi. Odstotek celic s SG se je pri 
najvišji koncentraciji (2 µM) zmanjšal iz 27 % na 4 %, kar je 86-odstotno znižanje. Pri arze-
nitu je bil padec le 70 %. ISRIB je le delni zaviralec nastanka SG in obnovi sintezo proteinov 
v približno 70 % celic pri nasičeni koncentraciji (56). Ker natrijev arzenit izzove višje ravni 
tvorbe SG, je pričakovano, da bo prišlo do manjšega zaviranja tvorbe SG. Prišlo je tudi do 
zmanjšanja števila SG/celico in velikosti SG v primerjavi z vzorci brez zaviralca. Po uspe-
šnem zaviranju nastanka SG v celicah smo želeli ugotoviti, ali ISRIB deluje tudi na zmanj-
šanje ravni fosforilacije eIF2α. Analiza fosforilacije s prenosom western je pokazala, da 
pride do zmanjšanja fosforilacije eIF2α z višanjem koncentracije ISRIB. Zaviralec naj bi 
deloval navzdol od fosforilacije eIF2α, tako da poviša afiniteto eIF2B do nefosforiliranega 
eIF2α in naj ne bi vplival na samo fosforilacijo proteina (50). Vseeno pa naši rezultati kažejo, 
da do tega pride tako pri tretmaju s plazmo kot natrijevem arzenitom. Rezultati so skladni z 
raziskavo na pankreatičnih celicah adenokarcinoma, ki je pokazala, da pride do padca nivoja 
fosforiliranega proteina pri uporabi ISRIB (65). Do višjega padca relativne ravni p-eIF2α 
glede na pozitivno kontrolo je prišlo pri natrijevem arzenitu. Pri slikovni analizi smo ugoto-
vili, da pride pri natrijevem arzenitu do nastanka SG v večjem številu celic in posledično 
večje količine fosforiliranega p-eIF2α. Pri plazmi je raven izražanja polovična. Zaradi tega 
pri plazmi pride do manjše razlike pri zmanjšanju intenzitete signala fosforiliranega proteina 
ob uporabi ISRIB. Rezultati analize kažejo, da verjetno obstaja negativna povratna zanka, ki 
vpliva na raven fosforilacije pri uporabi ISRIB. V celici po prenehanju stresa pride do po-
novnega prevajanja mRNK in sinteze proteinov. S tem ko mRNK preidejo iz SG, se struktura 
granul poruši in se začnejo zmanjševati. Ostanejo samo manjše sredice SG s komponentami, 
ki niso potrebne za preživetje celice. Te se navadno odstranijo z avtofagijo (46, 48). Do 
podobnega odziva pride tudi pri uporabi zaviralca. Z enakim postopkom bi se lahko izločil 
tudi p-eIF2α ali bi prišlo do njegove defosforilacije. Iz rezultatov je vidno, da ISRIB ne 
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vpliva le navzdol od fosforilacije eIF2α, ampak verjetno tudi na raven p-eIF2α preko za zdaj 
še neznanega mehanizma.  
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V sklopu magistrske naloge smo pokazali, da hladna atmosferska tlačna plazma sproži na-
stanek stresnih granul v stabilni celični liniji FlpIn SH-SY5Y-mScarletI-G3BP1-Myc. Nji-
hov nastanek je odvisen od časa izpostavitve in pretoka plina skozi cev. Nastale stresne gra-
nule so po svojih značilnostih bolj podobne oksidativnemu stresu kot drugim oblikam. To je 
najverjetneje glavna vrsta stresa, ki ga sproži plazma s proizvodnjo različnih ROS. Vseeno 
rezultati kažejo, da so prisotne tudi druge oblike. Mehanizem nastanka stresnih granul je 
odvisen od fosforilacije eIF2α. Pri uporabi ISRIB, selektivnega zaviralca od eIF2α odvisne 
poti, pride do skoraj popolnega zavrtja nastanka stresnih granul. Poleg tega pride tudi do 
zmanjšanja ravni fosforiliranega proteina eIF2α. Ker je ISRIB splošni zaviralec od eIF2α 
odvisne poti in izniči delovanje vseh eIF2α kinaz, ki delujejo na fosforilacijo, bi bilo zani-
mivo določiti, katera izmed kinaz dejansko vpliva na nastanek stresnih granul. Ker je akti-
vacija posamezne kinaze odvisna od vrste celičnega stresa, bi s tem lahko dobili boljši vpo-
gled v delovanje plazme in katere vrste stresa sproži v sesalskih celicah. 
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